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Roviditések jegyzéke

My
CH
DCH1
DCH2
DCH3
HA (Oh)
HA 3h
HA6h
HA9h
PGA
CDI

PEGao,»

dikarbonsav

Viszkozitas szerinti atlagos molekulatomeg
Kitozan, M, = 320 kDa

Degradalt kitozan, W= 190 kDa

Degradalt kitozan, M= 100 kDa

Degradalt kitozan, M= 55 kDa

Hialuronsav, M= 800 kDa

Degradalt hialuronsav, M 210 kDa
Degradalt hialuronsav, M 100 kDa
Degradalt hialuronsav, M 50 kDa
Poliy-glutaminsav

1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilkarbodiimid ntdjodid

Poli-(etilen glikol)bisz(karboximetil)éter



1. Bevezetés

Napjaink dinamikusan fejtl6 tudomanytertlete a nanotudomany. Egyre noééekv
figyelem Ovezi a nanoanyagokat, nanotechnologidetiiBk kiilonbod teriletein
talalkozunk a nanoanyagokkal foglalkozé tudomanigotatasok vivmanyaival, az
informatikatdl az orvostudomanyig, az élelmiszenipla gydgyszeriparig.

Szikséges behatarolni a nano szé jelentését. A aldtay az SI mértékegység-
rendszerében 1Dszorzéténysd jelent. Az 1 nanométer a kolloid mérettartomany
alsé hatéra.

Nincs altalanos érvefly nemzetkozileg elfogadott definicié arra, mit nauek
nanorészecskének. A nanorészecske elnevezés tjkiighany évtizeddel ezdt a
kolloid mérettartomanyba (1-500 nmpegszecskéket tartottak nanorészecskéknek. A
tudomany és a technika f&jlésével a mérettartomanyigilt. Napjainkban azokat a
részecskéket tartjuk nanorészecskéknek, amelyektenézgalabb egy dimenziéban
100 nm alatt van. A nanorészecskék Ujgzarlajdonsagokat hordoznak, melyek
megjelenése altalaban egy kritikus méret alathj&kzik, mely méret 100 nm koruli.
A nano- és a nem nanorészecskék kdzo6tt nem higlestdhatar. Az Gjszér altalaban
méretbl fliggé tulajdonsagok megjelenése anyagi ésigg flggvénye is, ezért a
mérethatar 100 nndljoval nagyobb, esetleg kisebb is lehet.

A tudomany és a technika féjlésével ndveky igény mutatkozik a mikro-, majd a
nanorendszerek tervezésére, létrehozasara. Ezdmizpmosan, a kdrnyezettudatos
magatartas kialakulasaval a bioanyagokbol, biopaiekidl eléallithatd rendszerek
kifejlesztése kerilt étérbe. Hétkdznapi életben bio mindaz, ami biologisEdel —
azaz amit novényi, allati, illetve emberi szerveketllitanak €, és az emberi
szervezetre nézve nem mérgezZludomanyos értelemben a bioanyag jelentése
szeleskdl, értelmezése tudomanyteridgtis fligg.

A sebészetben, tag értelemben véve egyarant bigaalaekintik biokompatibilis
szintetikus és természetes anyagokaiikBze az értelmezést: azé&szervezetek altal
termelt, biologiai eredét anyagok tekinthék bioanyagnak, pl. humusz, pamut,

gyapju, kitin,...stb. Az értelmezést tovabhikitve: a bioanyagok az @&kzervezetek



altal termelt olyan anyagok, amelyek biodegradahililajdonsaggal rendelkeznek,
azaz az €l szervezetben enzimatikus Gton lebomlanak.

Napjaink biopolimerekre épéil kutatdsainak egyik alapvet célja olyan
nanorendszerek létrehozasa, amelyek nagy hatélkggsishasznalhatok geén, illetve
gyoégyszer-hatbanyagok célba juttatdsara, szabélyokmlddédasara, valamint
szOvetregeneralasra. Tudomanyos eértekik abbank,refiogy biokompatibilis
rendszerek, nem valtanak ki immunreakciot a szetben, és biodegradabilisak, azaz
biologiai uton lebonthatok.

Funkciés csoportokkal rendelkediopolimerek alkalmasak lehetnek arra, hogy
fizikai, illetve kémiai modositassal, térhalosilssnanomérdi reszecskéket
alkossanak. Ezen elgondolas alapjan valasztottuknaimocsoportokkal rendelk&z
kitozan és a karboxilcsoportokkal rendelikdzaluronsav poliszacharidokat térhalés
nanorészecskékdllitdsara. Kutatasaink soran e két biopolinderkovalens kotéssel
térhaldsitott, nano mérettartomanybad estabilis részecskéket allitottunk el
kondenzacidés reakcidban  szobaférseékleten.  Kutatomunkank  keretében
tanulmanyoztuk a kitozan és kuloniBozermészetes eredetpolikarbonsavak
(hialuronsav, poli-glutaminsav)  kozo6tti  ion-ion  kdlcsonhatason  al@épul
onrende#déssel dlallithatd nanorendszereket is. Vizsgaltuk a réskadcstabilitasat,

oldhatosagat, szerkezetét és méretét.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Biopolimerek és jeleniséguk

2.1.1. A kitozan és jeledisége

2.1.1.1. A kitozan

A kitozan a természetben nagy mennyiségbéforluld megujuld agyagnak, a
kitinnek a szarmazéka. Rakok pancéljabdl allitjdk a kitin tomény nétrium-hidroxid
oldatban tortéhh fozésevel. A kitozdn egy ¢jonév. Jelenti mindazon
poliszacharidokat, amelyek a kitin részben dezagiteszarmazékai. A dezacilezettség
mértéke altaldban 40-99% kozott van.

A kitozan linearis poliszacharid, funkciés amingesdokkal rendelkezik.
Eredetébl addéddéan szerkezete hasonld a kitinéhez, monorystggi f-D-glikdz

egysegekre vezetlidt vissza.

OH
NHAC
4 Q H o
HO O
NH,
- - X— OH -y
1. abra

A kitozan szerkezetének vazlatos rajza

A kulénb6z meértéki dezacilezettség miatt a kitozanpgl—4]-2-acetamido-2-
dezoxi-D-glikopiran6z és a 2-amino-2-dezoxi-D-glpikan6z kopolimerjének
tekinthet (1. abra). A szakirodalomban szamos elnevezésinblmk a kitozanra:
poli-B-[1—4]-2-amino-2-dezoi-D-glukopiran6z, poli-D-glikdzami poli-N-acetil-D-

glikozamin.
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2.1.1.2. A kitozan tulajdonséagai

A kitozdn nem mérgéz biokompatibilis, biodegradabilis, antibakterialis
tulajdonsagu, és a szervezetben nem valt ki imnakerét. Ezen specialis
tulajdonsagai mellett a kitozan megujulé természedayag, nagy mennyiségben
hozzéaférhet, és olcso.

A biologiai szempontbol kivald tulajdonsagu kitozéméleskdi alkalmazasanak
hatart szab azonban rossz oldhatésaga.

A kitozan nem oldddik lagos vizes kdzegben, alkokbhn, valamint a legtobb
szerves olddszerben. Reaktiv aminocsoportjai r§eémoldédik savas kodzegben,
oldédasa soran nagy toltésssedi, pozitivan tolt6tt poliszacharid keletkezik. Lelgp
oldészerei a soOsav, valamint a szerves savak, gplecetsav, hangyasav, tejsav,
glutaminsav.

A cellul6zhoz és a kitinhez hasonléan a kitozannagy kristalyossagi fokkal
rendelkezik. Ez is hozzajarul ahhoz, hogy kevégsidre van és azokban is, nehezen
oldodik fel.

A kitozdn savas oldata viszkézus, a viszkozitastomérséklet, a koncentracio,
valamint a dezacilezettség mértéke is befolyasslja.koncentracié néveléséveb
kitozan oldat viszkozitasa, mig @&rhérseklet ndvelése fokozza a poliszacharid lanc
flexibilitasat, a viszkozitas lineéris csokkenésé&bzva. A dezacilezettség mértéke
elsssorban a poliszacharid lanc konformaciojat befaijas ami kihat az oldat
viszkozitdsara. Nagy mértékdezacilezettség mellett a protonalt aminocsoportok
taszitd hatasa miatt a makromolekula kigombolyodik, viszkozitas & Kis
dezacilezettség esetén, a kis tokiésség miatt a molekulak statisztikus gombolyag
alakot vesznek fel, ami kisebb viszkozitast eredyaen

Oldatban a kitozanmolekulak konformacigjat intra idtermolekulas hidrogén-
kotések stabilizaljak. Az intermolekuléris hidrogétések miatt a kitozan kdnnyen
képez filmet. A kép&ds film ridegségét, merevségét a dezacilezettség ékert
befolyasolja??

A poliszacharidokra jellengzhidrogénkétések jelenlétére utal azon tulajdonssaga

hogy melegités hatdsara degradaladik, éti@hegolvadna.
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2.1.1.3. A kitozan molekulatomege, degradacidja

A dezacilezettség mellett a molekulattmeg nagyrkBe® befolyasolja a kitozan
tulajdonsagait. A kitinBl nyert kitozanok altalaban nagy molekulatorineg
biopolimerek, nehezen oldodnak, oldatuk viszk6zudr rkis koncentracioban is.
Szamotte¥ igény mutatkozott kis molekulatomiegkitozanokra a tulajdonsagok
optimalizalasa, valamint az alkalmazhatosagi kézddesitése érdekében.

A kis molekulatomety kitozanok ebdllitAsara szamos degradaciés eljarast
fejlesztettek ki*® A szakirodalomban vizsgalt eljarasok koziil a legygddtebb a savas
kézegben végrehajtott oxidativ degradacio.

Savas kozegben a degradaciot kivalthatjulOHvagy NaNQ reaktansokkal, de
tdmény sésavas kdzegbendntérséklet ndvelése is degradaciot eredméhyemlyet
termikus degradacioé néven jegyez a szakirodalom.

Hidrogén-peroxiddal kivaltott degradacié soran a#pasztaltdk hogy a
dezacilezettség &legiti a lanctéredédést. A nagyobb dezacilezettségi foku
kitozanok degradacioja gyorsabban végbemegy. A ikatd szerdi arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy ebben az esetbem@izocsoport N-atomjan keresztil
tamadja meg a #D,-molekula a gyriit, a lancot, és aktiv gyok kéfuik. A leirt
eljaras szobameérsékleten is végbemegy, de @nerséklet novelésével a folyamat
meggyorsithatd. A dmérséklet emelésének hatranya, hogy a kelétkieakcio
polidiszperzitasa nagyobb, oligomerek is kigfzetnek.

A natrium-nitrittel ~ végrehajtott degradacid legnablp ebnye, hogy
szobalkdmeérsékleten tokéletesen végbemegy, a reakcioelégynyken kezelhét A
szakirodalomban kozzétett vizsgalatok megallagitjaégy a kitozan molekulattmege
linearisan csokken a kitozan/NablOCarany novelésével és logaritmikusan a
reakcioidvel. A kutatasi eredmények igazoljak, hogy a de§catla glikozidos kotés
mentén torténik. A degradacio mértéke fluggetleritazé&n dezacilezettségi fokatal,
viszont rendkivul érzékeny a kiindulasi poliszattharmolekulattmegére és
koncentracioja, illetve minél nagyobb a molekulag@®, annal érzékenyebb volt a

makromolekula a degradaciora.

13



2.1.1.4. A kitozan jeledsége

A kitozan felhaszndlasa harom évtizedes multra ntekvissza. Kezdetben
viztisztitasra hasznaltak, ésorban zsirmegkéttulajdonsaga miatt. Vizes kbzegben
adszorbealja a zsirokat, olajokat, nehézfémeké&imiat egyeb potencialisan mérgez
anyagot.

Biologiai szempontbdl kivald tulajdonsagai miatkitbzant széles kérben hasznalja
a gyogyszertechnolégiaés az orvosbioldgia Kitozanbdl mikro- és nanorészecskéket
fejlesztettek ki, gyogyszerhatdanyag szabalyozibivdsatasa, valamint célbajuttatasa
érdekébeh®. A térhalés kitozan gélek nagy hatékonysaggal lmiahatok
szévetregeneralasty implantatumok készitésére

Napjainkban intenziv kutatasok folynak a kitozawoldgiai alkalmazhatésaganak
kiszélesitésére, tokéletesitésére. A gének toredeméies szallitdsara, az enzimek
immobilizaciéjara>** alkalmas kitozan rendszerek kifejlesztése nagivéih

A kitozdn j6 fémmegkdt tulajdonsdga miatt viztisztitisra is hasznalhato.
Napjainkban is intenziv kutatasok folynak a kitoZ@&mmegktd tulajdonsaganak
feltaraséara, leirdsara, fejlesztésére. Szamos rkénlg szamol be a kitozan, valamint
térhalds kitozan adszorpciés kapacitasardl, szeigdgarsl™®’

A kitozant széles korben alkalmazzak az ipar szaewsetén. Antioxidans, illetve
gombadd tulajdonsaga miatt a kozmetikai ipar és az éldaripar is nagy
mennyiségben hasznélja adalékanyagk&mtindemellett talalkozunk kitozannal a

fényképészetl a papirgyartasig, az élet kilonkséeriletein®
2.1.2. A hialuronsav és jeledisége

2.1.2.1. A hialuronsav

Karl Meyer és munkatarsai 1936-ban reumas betegekgattak kisérleteket a New
York-i Columbia Egyetemen. A reumas betegek duziadeteildl egy aktiv anyagot
sikerdlt izolalniuk, amelyet hialuronsavnak nev&zed savi hatasa és lokalizacidja
miatt (hialin = porc). A negyvenes években sikerilthialuronsavat gyakorlatilag

minden allatfajbdl izolalni és az 6tvenes évekbajittek arra, hogy a hialuronsav
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szamos fontos betegséggel hozhaté kapcsolatbaaybéll reumas arthritisszel,
degenerativ arthritisszel, rakkal és nehadnpbtegséggel is.

A hialuronsav lineéris poliszacharid, funkcios katitcsoportokkal rendelkezik. Az
elagazasok nélkuli poliszacharid lanc véletlenszeifeltekeredik és egy kicsit merev.
Szerkezete p-[1—3]-2-acetamido-2-dezoxi-D-glikoopiran6z  ésp-[1—4]-D-
glikuronsav diszacharidegységékall. A hialuronsav tekinthéta két monoszacharid

egység szigorluan altarnalé kopolimerjének is.(ab

B CH,OH ]
OH 2
o) d H ol
" 0=C_ "
o:c\ OH O=C\
CHs | CHy
2. abra

A hialuronsav polimerlanc ismétlé6 egységének kémiai szerkezete

2.1.2.2. A hialuronsav tulajdonsagai

A hialuronsav az él szervezetben is @brduld, biokompatibilis, biodegradabilis
poliszacharid, a szervezetben nem valt ki immuroiéak A hialuronsav megujul6
természetes anyag, nagy mennyisegbédiléhato, illetve kinyerhét

A kereskedelemben kaphaté hialuronsavat gyakran adtakejbdl vagy
biotechnoldgiai Uton allitjak éj ezek kdzll az ébbi a gyakoribb forras. A kakastaréj
tobb mint 100 g-os sulyig novesztbetmelynek kb. 1%-a a hialuronsav. A
kakastaréjbol éRllitott hialuronsav nagy molekulatomggde kis mennyiségben —
Ohatatlanul — mas madar-ereefehérjékkel (Avis protein) szenny@et, igy
allergiat valthat ki az arra érzékeny szervezeteklde hialuronsav masik forrasa a
bakterialis fermentacidval tortérelsallitas. E modszer éhye a baktériumok konriy
szaporitasa, a kinyert hialuronsav kémiailag eggségolta €s mentessége a

szennyeédeésbl, valamint az, hogy nagyobb mennyiségben daldthato.
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A hialuronsav molekulatémege — eredéitétiggéen — 1x16 és 2x10 Da kodzott
valtozik. Molekulatomegét flggetlentl a hialuronsav széles pH-tartomanyfan
oldédik vizes kézegben.

A hialuronsav polielektrolit, oldatbeli viselkedéseH-fiiggs.”® Vizes oldatat
vizsgalva megallapitottak, hogy reoldgiai viselkaeslézéles pH tartomanyban (2,8-12)
kozel valtozatlan. Viszkozitdsanak oérhérsékletfiggése elhanyagolhato, a
koncentracio-figgése kozel linearis. Ezen eredményaldszirisitik, hogy a
hialuronsavban a poliszacharid lancok kozott niedés kolcsonhatas. 2,5 pH-érték
koral a makromolekula toltése, toltésssége lecsOkken, intermolekularis
kolcsonhatasok, hidrogénkotések haldzata alaka gbliszacharid lancok kozott, a
hialuronsav termoreverzibilis gélként viselkedikégebb savas kézegben (pH = 1,6) a
biopolimer oldat viszkozitdsa csokken, reverzibibsl-fligg szol-gél éatalakulas
kovetkezik be. Eisen lugos kdzegben (pH>12) a hialuronsav viszksai@sokken.
Bekovetkezik a hidroxilcsoportok disszociacidja, ginemlik a hidrogénkétések
haldzata, csbkken a polimerlanc merevsége, anszkezitasban is megmutatkozik.

A hialuronsav molekulatomege befolyasolja a reaobgiviselkedést. A
makromolekula kozepes csavarodottsaga és a molékeg kozott linearis az
0sszefliggés. Ezzel szemben a hatarviszkozitas ekmatomeg gorbének egyértéim
hajlata van. Az eredmények figyelembevételével alunbnsav molekulatdmege
alapjan harom csoportot kilonbéztethetiink megs0 kDa, 100 kDa >M1 MDa,
M,>1 MDa. A kilénbda csoportokhoz tartoz6 mas-mas étiteklark-Houwink
egyutthatok lehévé teszik a molekulatomeg pontosabb meghatarozésat

hatarviszkozitas értékek alapjan.

2.1.2.3. A hialuronsav molekulatémege, degradéacioja
A hialuronsav altalaban nagy molekulatdrtieiopolimer, vizes kézegben jol
oldédik, de oldata pH-tol fudgn viszkdzus mar kis koncentracioban is. Szaméttev
igény mutatkozott kis molekulatomiegialuronsav élallitasara.
A kis molekulatomet hialuronsav dlallitasara szamos degradacios eljarast
2,23

fejlesztettek ki. A szakirodalomban felleldetltrahangra®®?3 mikrohullamra épidl

degradéacit’, illetve a termikus eljar&s is elterjedt.
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Az ultrahanggal kivaltott degradacio egysrzetjaras. A degradacio vizes kézegben,
szobalbmérsékleten Kkivitelezhét A vizsgalatok azt mutatjdk, hogy a pH nem
befolyasolja szamottévmértékben a folyamatot. Savas, semleges és |Uiggegken
egyarant kb. 1 ora alatt megtorténik a degradacimolekulatomeg kb. 6todrészére
csokken. A folyamat gyorsithaté adsrhérséklet emelésével, valamint kilonboz
oxidalészerek (KD,, NaOCI) hozzaadasaval.

A mikrohullammal kivaltott degradacié vizes kozegbetdrténik, magas
homérsékleten (T >9C). A molekulatomeg — reakcididisszefliggés exponencialisan
csokked gorbe, amely és pH-fuggést mutat. Savas kdzegben a degradacio
megtorténik az ets 30 percben, a molekulattmeg kb. 6tdd részére espkinig
semleges és lligos kdzegben 60 perc alatt a motékudg csak felesik.*

A hialuronsav savas hidrolizise magaémiérsékleten, sOsavas vagy kénsavas
kozegben kivitelezhét A kdzeg pH-ja, valamint a dmérséklet valtoztatasaval
befolydsolhaté a degradacio sebessége. Minél kiasebiizeg pH-ja, valamint minél
nagyobb az alkalmazottmeérséklet, annal gyorsabb a degradéacio.

A magas HBmérsékleten végrehajtott degradacios eljarasok eissonlitdsabdl
megallapithatd, hogy a mikrohullam gyorsitia a degciés folyamatot savas

kozegben.

2.1.2.4. A hialuronsav jeledsége

A hialuronsav természetes poliszacharid, amely aninszdévetben megtalalhaté és
ott a szintézise vagy bejuttatasa utan par naplalamlik. Az emberi testben tébbek
kozott vizmegkdt, illetve az izlletekben és izmokban sikositd gmrédlt be. A
hialuronsav eloszlasa a szervezetben: 56 %dien; 35 % az izmokban és
csontokban; 9 % mashol, példaul az izileti folyhadék koldokzsinorban, vérben,
nyirokrendszerben.

A hialuronsav anyaganak szoévetbarat jellege tedggfet ad arra, hogy szamtalan
gyogyszerészeti termék része legyen. Megtalalhétapoldszerekben, szemsebészeti

vagy izuleti gyulladassal kapcsolatos termékekben.
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A hialuronsavat kilénleges gyoégyszerekben hasdgaljgint példaul a
szemnfitétekhez sziikséges viszkoelasztikus folyadékoklsaart®pédiai betegségek
gyogyitasahoz hasznalt viszkdzus termékekben.

A viszkosebészetben, hialuronsav-tartaimi implamék alkalmazhatok
szovetvédkként és mechanikai eszktzok nedvesitésére, hoggrakeny sejteket
ovjak a mechanikai karosodastol. Magabdl a hialsawhdl is lehet késziteni puha
sebészeti eszkdzbket a szovetek, szervek mozgatagdmmelék eltavolitasara,
vérzesek lokalizalasara és 0sszentvések szétadasxt Ezek az implantatumok a
beavatkozas helyén hagyva csokkentik az operacéni uvérzést, szovetnedv-
kiaramlast és a hegkéjest. A szervek felszinén a hialuronsav réetegeeiép
meggatolja az 6sszendvesek kialakulasat, ami aalisrmikodeés feltétele.

A hialuronsavbdl és a hialuronsav-szarmazékokbgaliott gélek kifejlesztése (j
lehetiségeknek nyitott utat a vizben nem oldédo, de mageartalmu szovetbarat
implantatumok orvosi alkalmazasabfdn.Ezek a poliszacharid-matrixok alapot
biztositanak a szdvetregeneracio iranyitadgrazovetrések kitoltéséfé Mivel nem
valtanak ki immunreakciét a szervezetben, a hialsawbol készitett implantatumokat
a szervezet befogadja.

Kivalé biologiai tulajdonsagai miatt a hialurosaszécskék, -mikrogélek alkalmasak
gydgyszerhatdéanyagok célba juttata<ara.Testfelszinre vagy sebekre, illetve erek
mellé helyezve alkalmas a szomszédos szOvetekbea égerbe gyogyszerek

bejuttatasara’

2.1.3. A poliy-glutaminsav és jeledsége

2.1.3.1. A poliy-glutaminsav

A mikrobiologus Ivanovics Gyorgy és a szerves kamiBruckner G§zé 1937-ben
publikaltak a természetes poliglutaminsav izoldlasamely y-peptidkodtést
tartalmazott. Ivanovics és Bruckner virulens Iéglegrcilusok tokanyagabdl, valamint
a szeroldgiailag rokorBacillus subtilis (korabbanBac. mesentericlistaptalajabol

elssként nyerték ki a kémiailag tiszta poliglutaminsvanely6l révidesen
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bebizonyosodott, hogy ez a szeroldgiai rokonsadgéktlos, félantigén (haptén)
sajatsagu anyadt

A vegyllet addig ismeretlen, egyedulallo sajatsaggadelkezett, polipeptidnek
bizonyult, noha nem adta a polipeptidekre jellénmzuret-reakciot, viszont sésavas
hidrolizissel balle egyetlen aminosav, a glutaminsav keletkezetegyiilet tehat an.
monoton polipeptid.

A |épfene-bacillus tokanyagabdl izolalt pepftitib (anthrax-polipeptid) nyert
glutaminsav D-konfiguracioju volt, tehat ellentétes fehérjekben talalhaté
glutaminsavval, mig a taptalajbdl izolalt polimesultilis-polipeptid), a D-
glutaminsav mellett tobb-kevesebb L-moédosulatot tertalmaz. A vegyllet
molekulatomege 7000 korul volt.

A csupa y-glutamil kotésekdl allé polipeptid minden egysége egykarboxil-
csoportot, mindem-glutamil kétéd egység pedig egy-karboxil csoportot tartalmaz
szabadon, reakcioképes allapotban. Ezeken Hofmaragy Curtius-lebontast
alkalmazva, majd az igy atalakitott polimert samashnidrolizalva minderu-kotéesa
glutaminsav  egysé@gb a,y-diamino-vajsav, minden y-kétédibsl pedig pB-
formilpropionsav keletkezik.

A Bacillus subtiliskultarabol nyert poliglutaminsav (3. abra) telfédrolizise sorar?,

a hidrolizatumbol csak a-glutamil kotésre jellemz B-formil-propionsavat tudtak
izolalni, az esetleges-glutamil kotések8l képzdé a,y-diamino-vajsavat azonban

még kimutatni sem sikertilt.

i
NH CH, C
“cH. cHy
COOH n

3. abra

A poli-y-glutaminsav szerkezeti egysége
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2.1.3.2. A poliy-glutaminsav tulajdonséagai

A poli-y-glutaminsav (PGA) az &lszervezetekre, valamint a kdrnyezetre nézve nem
mérges anyag, biokompatibilis, biodegradabilis polipeptida szervezetben nem valt
ki immunreakci6t* A fehérjékben leggyakrabbarsérdulé a-amidkotéssel szemben,
e polimer lancay-kotések adjak, amely a biokompatibilitas megtatas viszonylag
lassu lebonthatésagot kélcsondz a molekulanak.

Bakteridlis fermentéacioval nagy mennyiségbetékithat63>>%3" Molekulatémege
10 kDa és 1000 kDa kozott valtozik. A PGA rendkiviidirofil, anionos jelle
biopolimer. Molekulatdmegét fliggetlenil vizben széles pH-tartomanyban jél
oldodik.

2.1.3.3. A poliy-glutaminsav jelendsége

Kedve® tulajdonsagai miatt, intenziv kutatasok folynalP@A alkalmazhatosagi
lehetiségeinek feltardsara. A PGA-t széles korben alkatéla az ipar szamos
teriiletén, az élelmiszeripartél a kozmetikai aggzatgyogyaszattdl a viztisztitasty.

Az élelmiszeriparban elsorban gyimolcslevekidisito anyagaként hasznaljak, de
péksiteményekben és tésztakban szerkezetjavidkadghgként van jelen.

J6 fémmegkdt és flokkulald tulajdonsaga miatt viztisztitasra hiasznalhatd’
Szamos kozlemény szamol be a PGA, valamint szakaazéemmegkat
tulajdonsagardl, adszorpciés kapacitasarol, saeiggarol?*+

A PGA-t és hidrogéljeit kivalé vizmegkdt tulajdonsaga miatt elterjedten
alkalmazzak hidratalé anyagként a kozmetikai ipar@megének tobb szazszorosat
funkcionalizalhat extracellularis vizkozvétinyagként.

A PGA biopolimert, és szarmazékait kivaldé biologtalajdonsagai miatt, széles
korben hasznélja a gyégyszertechnolégfaés az orvosbiolégid™. Mikro- és
nanorészecskék kifejlesztésével, alkalmas gyoggameanyagok szabalyozott
kibocsatasara, valamint célbajuttatasara.Térhalos hidrogéljei nagy hatékonysaggal

alkalmazhatok szdvetregeneralasra, implantatumskitésére?®*’
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2.2. Biopolimerek médositasai

2.2.1. A kitozdn modositasa, térhaldsitasa

A kitozan modositasaval a szakirodalomban szamadeki®&ny foglalkozik. A
modositas eredményezheti 0j oldallancok kapcsolésdtalds rendszerek létrejottét,

ionos vagy kovalens koétés kialakitasaval.

2.2.1.1. Kitozan oldhatésaganak novelése

A kitozan alkalmazhatosaganak hatart szab rossmtildaga. Szamos kutatéste
ki célul a kitozan oldhatésaganak javitasat. A Zaw lineéaris lancahoz, altalaban a
reaktiv aminocsoportokon keresztil, oldallancokapdsolnak, élsegitve a kitozan

jobb szolvataciojat pl. hidrox foszfat?****! vagy szulfatvegyiiletekk®l

Foszfat tartalmd oldallanc kapcsolasaval tobb kogly is foglalkozik®™*
Egylépéses eljarasban, magdsnirsekleten, formaldehid jelenlétében foszforsavval
reagaltatva, a kitozan aminocsoportjanak hidroggénjeCH,PO;H,-csoportokra
cseréltéek le (4. abra). Az atalakulas mértéke neilggf sem a kitozan
molekulatdmegél, sem a dezacilezettségktcsak a reakcioittél. Az oldhatésagi
vizsgalatok alatamasztjagk a modositas eredmény&ssagyyanis a foszfattal
maédositott kitozan vizben és enyhén lugos kozegidehatova valik, valamint kis

viszkozitasu gélt képez etanolban, acetonban.

Ri=H, R =CHPGOH,
R, = Ry = CH,-POsH,

4. dbra
Foszfattal médositott kitozan kémiai szerkezete
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A trimetil-amin — kén-trioxid szelektiven N-szulfélip az amino-alkoholokat.
Ezen ismeretre alapozva végezték el a kitozan nitddas. A N-atomon keresztil
szulfat-tartalmu oldallancot kapcsoltak a linegy@iszacharid lanchoz (5. abra). A
reakcio Kkivitelezése lugos kozegben tértént, malg@mersékleten. A modositott
kitozan oldhatésaga vizben, valamint enyhén Ilugdzegben javult, de savas

kozegben kevéshé oldodott.

OH OH
o) 0 .
HO OHo
NHAC | NH, m

MesN-SO;

NaCO3
H,O, pH ~ 9

50-70C, 4-24 h

OH OH OH
O O @]
HO © HO © HO ©
NHAc NHSO;5 NH,
n X y

5. adbra
N-szulfonalt kitozan &lallitasa

A kitozan oldhatésagat nagymeértékben javithatjukepitenglikol (PEG) oldallanc
kapcsolasavat>* Aldehid végcsoporti PEG-gel vald reakcié soran edetked
moddositott kitozan j6l oldédik savas, semleges,awémt Iigos koézegben is. A
szakirodalomban fellelhéteredmények szerint az igyoéallitott modositott kitozan
oldhatésaga a szubsztitucié mértékéa kitozan dezacilezettségktvalamint a PEG
molekulatomegél is fligg. Az oldhatosagi vizsgalatok Kkivitelezés@lonboz
pufferoldatokban tortént. Kiemelefidhogy a szarmazék a biolégiai rendszerekben
elterjedten hasznalt foszfat pufferben (PBS, pH2} i j0l oldodik.
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2.2.1.2. Kitozanbdl éhllithat6é hidrogélek tipusai

A kitozan térhaldsitasara szamos modszert fejlaskieki, melyek tbbbségében
gélek, hidrogélek éhllitasat tizték ki célul. Szilkkséges megkiildnboztetni fizikags
kémiai géleket’®>”. A kémiai gélek irreverzibilis kovalens kotéseledményeként
jonnek létre, mig a kulénbdzeverzibilis kdtések, pl. ionos kbélcsdnhatas, rdésms
kotések, fizikai hidrogélek kialakulasahoz vezetnek

A térhalds hidrogélekben intermolekulas kolcsonbatiakul ki a polimer lanc és a

térhalositd kozott, ezaltal 1étrehozva egy haronesinos strukturat.

Kitozan térhalositasa kis molekulakkal  Hibridiper halozat

Egymasba athatolo halozat lonosan tésitalh kitozan

6. dbra
Kitozanbdl eballithaté hidrogélek szerkezeteinek vazlatos rajza

(+— kovalens térhalosito; + a kitozan pozitiv toltéees kitozan;=—— masik polimer;

© toltéssel rendelkézionos térhaldsitc__>  ionos kélcsénhatas)

A kovalensen térhalositott kitozan hidrogélek hasaportjat kilonboztetjuk meg:

a kitozan térhalésitasa kis molekulakkal, hibridimper halézat (hybrid polymer
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network), valamint egymasba athatolé polimer h&l¢gami-interpenetrating polymer
network) kialakitasa.(6. abra)

A legegyszdibb struktarat a kitozan kis molekulakkal valé téddséasa
eredményezi’>’ Ebben az esetben a kovalens keresztkotések kidakivalamely kis
molekuldju térhalositoval hajtjuk végre. A térhdlas torténhet intramolekularisan,
ugyanazon kitozanmolekula szegmensei kozott, vatgrmolekularisan, kilénbdz
kitonzanlancok kozott.

A hibrid polimer halozat kialakitasa soran a kowualekeresztkotés altalaban a
kitozan és valamely mas polimer lanc szegmenseditk@takul ki, de a lancon bellli
kétések jelenléte sem zarhato¥i.

Az egymasba athatolo polimer halézat kialakitasénaerhalositas &t egy nem-
reaktiv polimert adnak a kitozanhoz, amely polirpelimer kdlcsénhatés révén kertil
kolcsdnhatasba poliszacharid lanccal. Ezt kéeeta kitozan kovalens térhalositasaval
alakitjak ki a végleges térhalos szerkezétet.

Mindharom tipus esetén a kovalens kotés jatsszara dszerepet a hidrogél
kialakitasdban, de a masodlagos kdlcsonhatasoémzeem elhanyagolhato.

A kitozan polikation, anionokkal, polianionokkalnios kotést létesit. Az anionos
jellegi, negativan toltott térhalosito, illetve polimer askitozan makromolekula
pozitiv toltési funkcids csoportjai kdzott alakul ki az ionos Igilohatas, ami térhalos

rendszer létrej6ttét eredmeényezi.

2.2.1.3. Hidrogélek @allithsa a kitozan kis molekulakkal tort@ntérhalositasaval

A szakirodalomban szamos kdzlemény jelent meg &itdérhaldsitasa targykorben.
A legalabb két reaktiv funkcioés csoportot tartalm&ksmolekulak hidat képeznek a
polimerlanc funkcios csoportjai k6zott, ezaltaldsatkotést hozva létre.

A leggyakrabban alkalmazott térhal6sitok az aldekif cianatok’’, epoxidok®, de
szamos mas vegyiilet®is alkalmas a kitozan térhalositasara.

A legelterjedtebb térhaldsité komponens a pentardibl (glutaraldehid).(7. abra) A
térhaldsitasi reakcié emulziés kozegben tortéfika kitozan és a térhalésitd

O0sszekeverésével. A térhalositasi reakciokat, &cr@edrilmények hatasat, azok
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optimalizalasat a glutaraldehiddel térhaldsitotioZén esetében tanulmanyoztak a

legszélesebb korben.
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7. abra

Kitozan térhalositasa glutaraldehiddel

Mi és munkatarsai vizsgaltak a kitozan gélesedésénekkajat, a lanc-relaxaciot,
valamint ezek hatdsat a mikrorészecskék keletkezégg a gyogyszerhatdanyag-
kibocsatasi tulajdonsagaita. Megallapitottak, hogy a kitozan molekulattmege,
térhalositd koncentracidja dénmértékben befolyasolja a gélképZst. Kioldodas-
vizsgalatokkal tamasztottak ald azon kijelentéstiikebgy a térhaldos kitozan
mikrogélek térhaldésagi fokadnak novelésével csOklemluzzadoképesseg, s ezzel
egyutt a mikrogél gyogyszerhatdanyag-kibocsatdseseege. Ez leh@té teszi olyan
térhalés kitozan rendszerek kifejlesztését, amelyealtkalmasak lehetnek

gyogyszerhatdéanyag szabalyozott kibocsatasara.
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2.2.1.4. Mddszerek térhdlos kitozan (részecskéfaldtasara

Kitozdn részecskék @llitAsara szamos modszer all rendelkezésre. A
szakirodalomban nagyszamu publikacio részletezifoggalja 6ssze a modszerek
alkalmazhatésagat,&lyeit, hatranyait®

Az ionos gélképédés (ionotropic gelation) a kitozan aminocsopartjalamint
kiulonb6  anionok  kozoétt  létrej@y  ionos  kolcsonhatason  alapszik.
Megkulonboztetiink kis  molekulatomigg hidrofob jelled, valamint nagy
molekulatomeq térhaldsitd anionokat. A legjeléisebb a tripolifoszfattal (TPP)
tortérs térhalods kitozan részecské&litasa**>°{8. abra) A folyamat soran a kitozan
savas oldatat a TPP-oldatba csepegtetik, majd etkiegb gélcseppeket gréssel
tavolitiak el. A modszer egysiem kivitelezhei, nagyobb meérét részecskék
keletkezését eredményezi. Mikroszképos felvételéoryitjak, hogy a térhalos

kitozan részecskek mérete néhany Lo0t6l 1-2 mm-ig terjedhet.

HO O

CH,OH

8. abra

Kitozan térhaldsitasa TPP-tal

Az ionos gélképadést gyakran v/io emulziéban hajtjak véd&® A médszer dinye,
hogy a részecskeméret kontrollalhaté az emulziéppek meretével. Ezen modszerrel
eléallitott réeszecskék mérete néhany mikrométer. Aaéskék méreteloszlasa széles,

de s#ikebb az eredeti ionos gélképiesi modszerrel éallitott részecskékhez képest.
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Kisméreti, sZik méreteloszlasu kitozan nanorészecskéeket forditoitellaris
k6zegben allitanak &l 989 A7 inverz emulzié termodinamikailag instabilis readr;
tovabbi hatranya, hogy tartalmaz vizes, valamiet\gzs fazist és tenzidet is.

Az ionos gélképidés masik tipusa a koacervaBl6A moédszer lehéwé teszi
szerves oldoszerek hasznélatat is. Altalaban vizibesszul oldodé kitozan
szarmazékot allitanakékzen modszerrel, és natrium-szulfat adagolasé@ggtils eb
a kitozan szarmazeék kicsapodasat.

A kovalens kotéssel térhalositott kitozan nanorésizek eballitasara is szamos
mobdszer kozul valaszthatunk. Az ionos geélkijgs soran emlitett moddszerek
mindegyike alkalmazhaté kovalensen térhaldsitdtizén részecskék @llitasara is.
Egyszeti emulzioban konnyen Kkiviteleziteta vizben nem, vagy rosszul oldodoé
térhalosité adagolasaKomplex emulzidban, egy 1épésben megvalésithdtiglifob
jellegli hatdéanyag bejuttatasa a térhalésodd kitozanrdszees A kicsapodason
alapul6 koacervacios modszert elterjedten has#nal@valensen térhaldsitott
részecskék éhllitasara’’

Kovalens térhaldsitas kivitelezésére szamos, eaelig emlitett modszer talalhat6é a
szakirodalomban. (9. abra) Adémmérséklet hatasara tortertermikus térhaldsitas
egyszeili modszer, de magasimérséklet szilkséges a folyamat végrehajtasZhoz.
Micellaris kézegben, altaldban o/v emulzidéban tiftéérhaldsitas utan az oldoszert
gyakran elparologtatjak magasrhersékleten. A porlasztva szaritas elterjedt madsze
a térhalds kitozan részecskéloalitasard® Az eljards soran porlasztas, szaritas,
valamint térhalositas torténik. A részfolyamatokc$erélhetk. A szakirodalomban
olvashatok olyan kdzlemények, amelyekben a kitoltktot porlasztjak, szaritjak, ezt
kovetben hozzdadagoljak a térhalositot, de fellélkedlyanok is, amelyekben a
térhalés kitozan részecskéket tartalmazé oldatgly vemulziét porlasztjadk Ezen

mabdszerrel néhany mikrométer atjértérhalds részecskék allithatok.el
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Kitozan részecskék

lonos térhaldsitas Kovalens térhalésitas
o/v inverz koacervaci6 emulziés olddszer termikus porlasztvkoacervacio
emulziés emulzios elparologtatas szaritas
9. abra

,,,,,

2.2.1.5. Részecskélvdllitdsa a kitozan térhaldsitasaval

A szakirodalomban tébb atfogd kdzlemény jelent nieggzefoglalva a kitozanbdl
eléallithatd nanorészecskékkel kapcsolatos ismeretdkalonb6zy mddszerekkel,
kovalens vagy ionos moédositassal, kolloid részdcglé&hatok eb kitozanbolP* % A
térhalds részecskék szerepe szallitbeszkozkénvddelsystem) jelerds. Alkalmas
nyalkahartyan keresztiul, gyomorban, ill. vastagbelbfelszivodé hatdéanyagok,
makromolekulak, pl. proteinek, peptidek, valamigngpvabbitasra, oligonukleotidek
széllitasara.

Térhalos kitozanrészecskélko@llitasa altalaban egyszeregylépéses reakcidkban
torténik. A leggyakrabban tripolifoszfattal (TPPY®>°® vagy glutaraldehiddef®’*
torténik a térhalésitas. A TPP-tal tordéénionos gélkép&dés az oldatok
o0sszekeverésével megtorténik. Egyszdiszta, gyors modszer, ionosan térhaldsitott
részecskeket eredményez. A glutaraldehiddel tértéérhalositas sem igényel
vizelvonészert, de a reakcié emulzidban, ill. fartdi micellaris (reverse micellar)
k6zegben megy végbe, nanoméreirhalos részecskéket eredmenyezve. Ismert olyan
térhalésitasi folyamat is, amelyben a kitozantéyeidehidde ™ epiklorohidrinnef®,

il etilén-glikol-diglicidil éterref”

térhaldsitjak (10. abra), a kitozdn egysizer
szuszpendalasaval, magasablémérsékleten. A folyamat jellegéb adodoan

nagymerei részecskéket, mikrogéleket eredményez.
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10. abra

Kitozan térhalositasa etilén-glikol-diglicidil étet

A térhdlés kitozan nanorészecskékadlitdsa, fejlesztése bioldgiai alkalmazasuk
miatt fontos. A nanorészecskék alkalmasak hatbéakyakppszulazasara, annak
szabalyozott kibocsatasara. A tulajdonsagaik viasgamellett szdmos kutatas
térképezi fel és igazolja a kitozan nanorészecsiaitkonysagat pl. doxorubicih

ammonium-glicirrhizinaf®, vagy marha serum albumihszallitasa céljabol.
2.2.2. A hialuronsav térhalositasa
A hialuronsav térhaldsitasaval szamos kozleménylalkkagik. A mobdositas

eredményezheti hidrogélék®®* filmek %2#° illetve mikro-° vagy nanorészecskék

létrejottét ionos vagy kovalens kotés kialakitasava
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2.2.2.1. Hidrogélek @allithsa a hialuronsav térhalésitasaval

Széleskdt kutatdsok folynak a hialuronsav-alapu hidrogéldkaliitasara és
vizsgalatara. Hidrogélek allithatok éehialuronsavbdl fizikai®® vagy kémiai®®®’
térhalositassal: két vagy tobbfunkcioés térhalésiwkalmazasaval; illetve mas
makromolekulakkal valé koélcsonhatas révén: egymashthatold térhaldk
(interpenetrating network) létrejottével.

Kovalens kotéssel térhaldsitott hidrogéleksadlitdsa sordn a leggyakrabban
alkalmazott térhalésitok az aldehid€ktiolok *°, hidrazidok®®, illetve epoxidok®’. A
térhaldsitasi reakciok egys#en Kkivitelezheik, a vizes kézegben vagy emulzidéban
végrehajtott reakciok utan a hidrogél centrifugséhsvagy siréssel elvalaszthato a
reakcioelegyil.

A hialuronsav-alapu hidrogélek kifejlesztésénekidaagje a bioldgiai alkalmazas,
azon belul a szovetregeneralas céljara tértéglhasznalas. Az alkalmazhatésag
egyszeiisitése érdekében in sitt- illetve fotopolimerizalhaté rendszerek&t® %
fejlesztenek ki. Ezek a rendszerek a hialuronsav,v&lamely fotopolimerizacio
szempontjabdl aktiv csoportokkal rendelkemakromolekula — altalaban akrilat —
egymasba athatol6 haldézata. A kovalens térhaldsiték fénnyel tortéh
megvilagitassal hajtjak vegre.

Az akrilatok és mas kis molekulaju térhalositéktélsen a maradék monomerek
toxikus jellege gatolja a hidrogélek biologiai fatznalasat. Ezen akadaly elkerilése
végett egyre tobb olyan polimer-hal6zatot fejlesete ki, amelyben a hialuronsav
biokompatibilis makromolekulakkal, pl. cellul6zZalkollagénne¥, vagy zselatinnat
képez halozatot hidrogélt eredményezve. A hidrdgldéelépi® makromolekulakat
ionos kolcsOnhatas, illetve kovalens kémiai kbééga 6ssze.

A kollagén és a hialuronsav kozotti térhalésitastdményeé kovalens kotés
kialakitasat vizben jol oldédé karbodiimiddel hajd végre®* A hialuronsav vizes
oldatdban diszpergalt kollagént lefagyasztottalidraa igy nyert porézus membrant a
karbodiimid etanolos oldataba meritették. A karbodl vizelvonassal, amid- és
észterkotés kialakitasaval kapcsolja 0ssze a kétkramlekulat funkcios

csoportjaikon keresztul.
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2.2.2.2. Részecskélsdllitdsa a hialuronsav térhalésitasaval

Kivalo tulajdonségai és bioldgiai hatdsa miatt aluronsavra iranyuld kutatasok
elsssorban szdvetregenerélasra alkalmas hidrogébeidamint filmek®, membrano¥
kifejlesztésétitzték ki célul.

A szakirodalomban csak néhany koézlemény mutat ldudoinsavbol élallitott
részecskéket. A mikrorészecskék kialakitasa enmkaiaegben torténik® altalaban
v/o tipust emulzidéban, mivel a cseppek mérete hatdab a keletkézrészecskék
méretének. A hialuronsav, valamint az egyéb szidségnyagok vizes oldatat
valamilyen hidrofob féazisban diszpergaljak, feléldtv anyagokat hasznalva az
emulzio stabilizalasara.

Emulziéban oldbészer elparologtatas, porlasztva itgzar valamint koacervacios
modszerekkéPis eballithatdk hialuronsavrészecskék.

Kitozan és hialuronsav ionos kolcsonhatasan alapudszecskéket allitottak el
koacervatumok képzésével. A hialuronsavsen lugos kémhatasu (pH = 13,35)
oldatdba csepegtették a kitozan oldatot. A moédddeitelezésébl adoddéan a
részecskék mérete nagy, 590 — 1580 k6z06tt valtozott, valamint mag-héj szerkezet
jott létre.®’

Emulziébol, oldoszer elpéarologtatassal 20-3M-es részecskéket allitottakéel
melyeket a kitozan hidroglutamat és a hialuronsézoki ionos kolcsdnhatas tart
0ssze. A rendszer kialakitasa azért jélentmert alkalmazasaval a részecskékhez
kotott gentamicin, mint gyogyszerhatéanyag hatékagg megnovelhét A
gentamicin biolégiai hozzaférléestege 10-15-szordsére 6ty amennyiben a
kifejlesztett mikrorészecskékhez kapcsolt&k.

Kis molekulaval, adipinsav-dihidraziddal térhalosit 5-20 um atmééji
hialuronsav mikrorészecskék iséllithatok v/o tipust emulziéban. A vizes kézegben
végrehajtott térhaldsitast vizoldhatd karbodiimidtiejtottak végre, a részecskek
méretét az emulzids cseppek méretével befolyasokdkialuronsav térhaldsitasaval
DNS szallitasara alkalmas mikrorészecskéket &Hioteb. In vitro €s in vivo
kisérletekkel igazoltak, hogy kb. 2 hénapig folyanssa DNS kioldodas4?
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2.3. Biopolimerek dnrende#dése

2.3.1. Polielektrolitok 6nrendeidése

Vizes kozegben a funkcios csoporttal (pl. -INH-COOH) rendelkez hidrofil
polimerek, makromolekuldk polielektrolitként visetknek. Funkciés csoportjaik
minéségeédl, szamaranyatdl, ill. a kézeg kémhatasatol tiggglehetnek polianionok,
polikationok, esetleg amfolit vagy toltés néelkulakmomolekulak. Az ellentétes toliés
funkciés csoportok kozoétti vonzd kolcsbnhatas kkeetében a polimerek
onrende#dnek, melynek eredményeként stabilis kolloid reedsk keletkeznek.

A polielektrolitok 6nrendeddésével dlallithatd rendszerek szamos Uj lgtsgtget
rejtenek kiilénbéa bioldgiai eszkozok kifejlesztéséré®%1%2 Az dnrendeddés
folyamatanak tanulmanyozasa, a létréjgendszerek vizsgalata és alkalmazhatosaga
0j tavlatokat nyit meg a kolloidkémia terlletén. polielektrolitok dnrendexése
rendkivil érzékeny rendszereket eredményez. Temtessrek itnik, hogy a
polielektrolitok mirbsége, toltessiisége, molekulatbmege, valamint az dnrefidéz
polielektrolitok aranya és koncentraciéja hatassan a kialakulo rendszer
szerkezetére, részecskeméretére, stabilitasaradekhiellett a kozeg pH-ja, az
0sszeontés sorrendje, valamint a keverés és amladasgbessége is befolyasolja a
keletke® rendszert.

A polielektrolitok elektrosztatikus kélcsonhatasslapuld 6nrenddmlése kilonbdx
kolloid rendszerek létrejottét eredményezheti: ki, hidrogélek®, ill. kolloid
diszperz rendszereX keletkezhetnek. A bioldgiai felhasznalast részeséinyben a
filmek féként membranként®> hasznosulnak, mig a hidrogélek szerepéseidban
szovetregeneralasbahjelents.

A polielektrolitok onrendeidésével létrejo¥ kolloid diszperz rendszerek nano-
vagy mikrorészecskéket tartalmaznak vizes kdzegehyeket polielektrolit komplex
néven jegyez a szakirodalorf.'®® A makromolekuldk kozétti ionos kélcsdnhatas
tartja 0ssze és stabilizalja a részecskéket.

Polielektrolit komplexeket efsorban hordozoként, hatdanyagok szallitasara

fejlesztenek ki.>***""® Szamos Ujszérhordozérendszer ismert, melyek alkalmasak
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gyogyszerhatdéanyagoR’® proteinek *’ vagy gének® szallitasara. A kolloid

mérettartomanyba éhordozo-szallitd eszkdzok egyik legfontosabb @padkotjak a
biopolimerekiél eléallitott dnrende&dd rendszerek, mert ezen részecskékben a
biopolimerek biokompatibilis és biogedradabilislgge nem moddosul, megtartjak

eredeti tulajdonsagaikat, mindemellett stabilisaréazecskékké formaldédnak.

2.3.2. Onrende#dd rendszerek kitozanbdl

Savas kdzegben a kitozan polikationként visedkgaliszacharid, a szakirodalomban
szamos onrendédeési folyamatardol szamolnak be.

A kitozan és a hialuronsav 6nrenddésével®’ keletke# 0,6-1,2 um atmééjii
részecskek széles pH tartomanyban stabilisak, larbresav hidratacioja éegiti a
kitozan oldodasat lugos kdzegben. A duzzadasidolegagok vizsgalataval alapozzak
meg, valamint é&lzetes kioldédas vizsgalatokkal tamasztjdk ala adszeer
gyogyszerhatdéanyag szallito és -kibocsatokent fedih@asznalhatosagat.

Szamos kutatas alapoz a kitozan és kilo6HoiXS molekuldk 6nrendédésére’?

A létrejows polielektrolit komplex vizsgalata soran megallaptt nyert’®, hogy a
DNS és a kitozan kozotti kélcsonhatd$sseége pH-fugg Iigos kdzegben gyenge
kapcsolat alakul ki a makromolekulak kozo6tt, migyasa kbzegben a DNS dsen
kotédik a pozitiv toltég kitozanhoz. Ez az és kolcsdnhatds bizonyos meértékig
meggatolja a génexpressziot a sejtmagban. Kimutaizais, hogy a toltésviszonyok
a tipikus toroid szerkezet nem lelédel, ami felteheien a polielektrolitok kdzotti
erés kolcsdnhatas kévetkezménye.

Kitozan és glukomannan onrenddésével pH-érzékeny polielektrolit gydongyoket
allitottak eb. '° Kisérletileg igazoltak, hogy a pH filiggvényében észecskék
duzzaddsa minimumgorbe szerint valtozik, a minim&uzzadas azon pH érték
mellett figyelhet meg, ahol az ellentétes toliésfunkcios csoportok szama
megegyezik. Kioldodas-vizsgalatokkal bizonyitottak kioldodas sebessége és a

duzzadodképesséq, s ezaltal a pH kdzotti kapcsolatot
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11. abra
Onrende#ds polielektrolitok duzzadasanak vazlatos rajza

(=== polikation (kitozan)=—— polianion;>= ionos kélcsénhatas;®+ hidrogén kotés)

Kitozan és poliy-glutaminsav (PGA) Onrendédésével kompozit matrixot
alakitottak ki szovetregeneralas céljara. A keletkes szilard, porézus matrix
osszefug§ porusrendszerrel rendelkezik, atlagos porusm&et&00um kodzott van.
Megallapitottdk, hogy a matrix szerkezetének, meigiaa tulajdonsagainak, protein-
adszorpcios képességének, és ezaltal citokompigsidihak kialakitasdban a PGA
mennyisége jatszik dohit szerepet. A PGA részaranyanak novelésével a
polielektrolitok kdzotti hidrogénkoétések, valamiegyéb masodreridkdlcsonhatdsok
szerepe medhn dirisddik a matrix szerkezete, ezaltad a szilardsaga. A PGA
mennyiségének novelésével a kompozit matrix protegkot képessége is
novekszik, amely meghatarozza a citokompatibilitasa ami rendkivil fontos a

szOvetregeneralas céljara toddalhasznéalas soran.
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Kitozan és poliy-glutaminsav dnrendédésevel nanorészecskék igalithatok.Lin

és mtsai 13

ionos gélképidésnek nevezett modszerrel 110-150 nm méret
részecskeket Allitottak dl A polielektrolit-oldatok 0sszedntésével keleikez
részecskeket centrifugalassal tisztitottak. In vikisérletekkel mutattdk be, hogy a
nanorészecskékhez kapcsolt inzulin hatékonyan esikka vér glikoztartalmat,
alkalmas ordlis inzulin-bevitelre. Masik kdzlemékrlan *** in vitro kisérletekkel
tamasztottak ala azt, hogy ezen nanorészecskélsddépregnyitni a sejtek kozotti
szoros zaro kapcsolatokat (tight junction), ezdistEkonyan alkalmazhatok peptidek,

proteinek, valamint hidrofil makromolekulak inteis#lis szallitasara.

2.4. Savamidkotés kialakitasa karbodiimiddel

A karbodiimid (HN=C=NH) a cianamid tautomer alalghbvezethes le. > A
peptidszintézis soran a karbodiimid N, N’-diszuligalt szarmazékai jatszanak fontos
szerepet. Leggyakrabban hasznalt karbodiimid resagenaz N,N’-diciklohexil
karbodiimid, N,N’-diizopropil karbodiimid, valamintl-[3-(dimetilamino)propil]-3-
etilkarbodiimid. Vizes kbézegben a vizben jol oldodg3-(dimetilamino)propil]-3-
etilkarbodiimid hasznélatos, amely 4,0-7,0 pH-tardmyban alkalmazhato.

A peptidkotés kialakitasanak egy addig Uj modszdodgozta ki Sheehan és Hess
1955-ben: az aminocsoportjan védett aminosav émaly aminosav-észter N,N’-
diszubsztitualt karbodiimid segitségével 0Osszekapeasdk, és kondenzacios
reakcioban dipeptid keletkezik. (12. abra) A pékittés kialakulasa soran a kihasado
viz hataséara a diszubsztitualt karbodiintidkarbamidszarmazék kéfdik. 1%

Sheehan és munkatarsai szamos karbodiimid-szarkelzkktudtak valtani ezt a
kondenzéaciés reakciot, szerves olddszerekben,vélletizes alkoholban oldédé
karbodiimidek felhasznéalasaval.

A reakci6 mechanizmuséat Khorana (1955) deritette 'fé Lényege az, hogy a
diszubsztitualt karbodiimid egyik N-atomja a karbosoportrdl ledisszocidlt protont
megkoti. A pozitiv téltést nyert masik N atom elekivonzasa folytan a szomszédos
C-atom elektrongiisége lecsokken, ezért a karboxilatanion ide kapdbait. A

kéepdo addicids koztitermeék egy O-acilezett izokarbamikdnaagy egy aktiv fligg
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csoporttal rendelkéz  karbonsavészternek  tekintbet E koztitermék
karbonilcsoportjanak C-atomja kis elektrorisége miatt nukleofil reakciokra
erzekeny, igy egy aminosavészter aminocsoportjaval reakciéja kodnnyen
kivalthat6.**®

LN Y

R-COOH + R™ N=C N R"' —~ R-COO + R"—%IEC} NH- R" ——>

—> R"-N=C-NH-R"
R-C-O

0

. + 4t
R NﬁNCNH R —H, R-C-NH-R' + R™ NH G NH-R'
Rgf} 0 0
12. &bra

A karbodiimiddel kivaltott savamidkotés kialakitas& reakciomechanizmusa
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3. Célkitiizés

Kutatomunkam soran céluliztem ki nanorészecskekéséllitasat szabad funkcios
csoportokkal rendelkézbiopolimerekidl.

Kovalens kotéssel (amidkotéssel) térhaldsitott,onanérettartomanyba @sstabilis
részecskéket kivantamoaoallitani a kitozan és a hialuronsav biopolimerdkbAz
intramolekularis térhalositast vizes kdzegben, Idizaté karbodiimid felhasznalasaval
terveztem végrehajtani. Célom volt a részecskéikszetének, meéretének és oldatbeli
viselkedésének vizsgalata, valamint a térhaldésemssZk tulajdonsagait befolyasolo
tényedk feltarasa.

Kutatobmunkam tovabbi célja volt a kitozan és auhiahsav biopolimerek funkciés
csoportjai kdzott kialakuld ion-ion kdlcsOnhatasdmeényekeént Iétrej@vonrendeédd
nanorészecskék dlllitasa és vizsgalata. A létrefpv érzékeny rendszer
tanulmanyozéasat a kitozan és a petjlutaminsav biopolimerek onrendelésének
vizsgalataval kivantam kiegésziteni. Célom volt énrende#dé részecskék
méretének, fellleti toltésének, oldatbeli visellsfidek feltarasa, valamint e

tulajdonsagokat befolyasolo tényézAelderitése.
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4. Kisérleti rész

4.1. Felhasznalt anyagok és eszkdzok

Kitozan (Sigma-Aldrich) 2%-0s ecetsavoldatban oldottukirsik, desztillalt vizzel
szemben dializaltuk, majd a szilard anyagot lipéilassal nyertik ki. A kitozan
hatarviszkozitasat Ostwald-féle viszkoziméterréhhaztuk meg 0,1 M ecetvav/ 0,2 M
NaCl oldatban T = 25C-on. A hatarviszkozitas érték felhasznalasavaisakozitas
szerinti atlagos molekulatbmeget a Mark-Houwink exggt alapjan szamitottuk, K =
1,81x10° ml/lg és a = 0,93 koeficiensek felhasznalas&lah kitozan viszkozitas
szerinti atlagos molekulatomege, M 320 kDa.

A kitozan dezacilezettségének mértékét (DD) a Kitd#-NMR spektrumabdl, a jelek
intenzitas ertékeidd szamitottuk a

DD(%) =
88%.

(1_(}HAC/2H2_GDX100 képlet alapjarn’®'* A dezacilezettség mértéke:
Hialuronsav (Richter Gedeon Nyrt, analitikai tisztasagu) tiigs nélkil hasznaltuk
fel. A hialuronsav hatarviszkozitasat Ostwald-feiezkoziméterrel hataroztuk meg
0,1 M NaCl oldatban T = 2%C-on. A viszkozitas szerinti atlagos molekulattneme
Mark-Houwink egyenlet alapjan szamitottuk, K = %B36° mllg és a = 0,79
koeficiensek felhasznalasaval. A hialuronsav viszkozitds szerinti atlagos

molekulattmege M= 800 kDa.

Poli-y-glutaminsay eléallitasa fermentacioval tortént glutaminsavbdacillus
licheniformis termeb baktériumok segitségével. Az atlagos molekulat@nel
meghatarozdsa vizes méretkizarasos kromatograf(8&C), Waters Ultrahydrogel
Linear (300x7,8 mm) vizes SEC oszlopon tortént. @ékalatomeg kalibracioként
linedris poliakrilsavat, detektaldsra UV spektofostriat hasznaltunkiA€210 nm).
Eluensként 50 mM LiCIO4 + 20 mM LiIH2PO4 (pH=4,6alkalmaztunk, a mérést
T=40°C -on, 0,7 ml/perc aramlasi sebesség mellagezteik. A poliy-glutaminsav

tdbmeg szerinti atlagos molekulattmegg #1 MDa.
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Borostyanksav. (Sigma-Aldrich) tisztitas nélkul hasznaltuk fel.

Almasav (Sigma-Aldrich) tisztitas nélkil hasznaltuk fel.

Borkdsav. (Sigma-Aldrich) tisztitas nélkil hasznaltuk fel.

Citromsav 1-hidrat(Sigma-Aldrich) tisztitas nélkul hasznaltuk fel.
1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilkarbodiimid metitidid: (Sigma-Aldrich) tisztitas
nélkul hasznaltuk fel.

2,2’ (etiléndioxi)bisz(etilamin)tisztitas nélkil hasznaltuk fel.

Poli-(etilen glikol)bisz(karboximetil)éter (PEG,w-dikarbonsav) (Sigma-Aldrich)
tisztitas nélkil hasznaltuk fel. Az alkalmazotthi@bsité egy PEG:,w-dikarbonsav
oligomer, amely polimer homologok sorozata. A MALIBmegspektruman (13. abra)
a szomszédos csucsok kozotti tavolsag 44 Da, amefiegyezik a monomeregység
(-CH,CH,0O-) tdmegével. A PEG,o-dikarbonsav spektrum alapjan szamitott szam

szerinti atlagos molekulatomege;, M 600 g/mol.

a.i. B

597.285
. 305
333
B17.4256
475
949.554

509.261
553.271
641
6585. 32
729,561
773.394
905.510

o
10000 - ©
~

861

8000 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
6000
4000 -

2000

MLH Al mlutd‘uxmhh ML‘Lhu LL

500 700 900 m/z

13. abra
A térhalositoként hasznalt PEGo — dikarbonsav oligomer MALDI-TOF MS

spektruma
(A spektrumon megjelénintenziv sorozatok az [M+N&idduktokhoz tartoznak, matrixként 2,5-

dihidroxi-benzoesavat (DHB) hasznaltunk, a. i.:zalhd intenzitas)
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Celluldz dializis membran (Sigma-Aldrich;,M12400)

Heraeus Biofuge 22Ritbcentrifuga: (Németorszag)

Bruker BIFLEX IIITM tomegspektrométerrel (Bruker Banik GmbH, Németorszag)
CHRIST ALPHA 1-2 liofilizalo berendezés (Németorgka

Ostwald-féle kapillaris viszkoziméter

4.2. Vizsgalati moédszerek

4.2.1. Magneses magrezonancia spektroszkopia

A poliszacharidok térhalésodasanak mertékét, vaiamitérhalds nanorészecskek
szerkezetétH-NMR és**C-NMR spektroszképiaval vizsgaltuk. AH-NMR és*C-
NMR spektrumokat Bruker SY 200 (200 MHz) spektroankg!, valamint Bruker AM
500 (500MHz) spektrométerrel régzitettilk. A#'H korrelaciés (COSY), valamint az
'H-13C HETCOR méréseket Bruker AM 500 (500MHz) készimékégeztiik 298 K-
en. Az oldoszerként deuterdlt vizet, illetve deditesdsavat hasznaltunk. A kémiai

eltolédas referencia csucsa a tetrametil-szilan$J Mle 6 = 0 ppm) volt.

4.2.2. Fényszoréas fotometria

A részecskék hidrodinamikai atndgt dinamikus fényszéoras fotometriaval
hataroztuk meg. A méréseket Nd:YAG lézerrel felsltegl, = 532 nm) Brookhaven
Research BI-200SM fotométerrel vegeztik, T = 25 oD, 90°-0s detektorszognél. A
mérési eredményeket NNLS (non negative constraitesbst squares/legkisebb

négyzetek) modszerrel ertékeltik Ki.

4.2.3. Transzmisszios elektronmikroszkopia

A széaradt, szilard allapotu részecskék vizudlis jelegitéséhez, valamint azok
méretének meghatarozasahoz transzmisszios elekkmszkopiat hasznaltunk. A
felvételeket JEOL2000 FX-II készuléken készitettikmintakat szénréteggel bevont
G2400C tipusu rézhalora cseppentettik. A felvétalakjan készult részecskeméret-

eloszlasokat SPSS 11.0 programmal értekelttk ki.
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4.2.4. Ultraibolya spektroszkopia
A részecskéket tartalmazo vizes kolloid rendszémr@kszmittancia értékeit Unicam
SP 1800 fotométerrel hataroztuk meg 480 nm, illetve. = 500 nm hullamhosszon,

optikailag homogén kvarcklvettaban.

4.2.5. Elektrokinetikai mérések

Az elektroforetikus mozgékonysagot Brookhaven Zata® zeta potencialmér
készilékkel végeztik (BME, Fizikai Kémiai TanszéR-517 tipusu méicella és
Peltier fitéelem felhasznaldsaval. A nanorészecskék mobilithSamM-os KCI inert
elektrolit jelenlétében hataroztuk meg, a renddeezlallitasahoz nagytisztasagu
MILLIQ vizet hasznaltunk.

4.3. Kisérleti modszerek

4.3.1. Kitozan térhalositasa

A kitozant dikarbonsavakkal (borostydisav, almasav, bo#sav, poli-(etilén
glikol)bisz (karboximetil)éter), valamint trikarbsavval (citromsav) térhélositottuk. A
reakciokat vizes kozegben végeztik, vizoldatdo kdirbod (CDI) reaktans

jelenlétében.

4.3.1.1. Kitozan térhaldsitasa rovid szénlancu kanlsavakkal

21 mg (0,155 mmol) almasavat bemértink egy 10 miée8poharba, és 4 ml
desztillalt vizet adtunk hozza. Az oldat pH-jat WMLNaOH oldattal 6,5-re allitottuk
be.

92 mg (0,31 mmol) karbodiimidet bemértink egy piimes Uvegbe és 1 ml
desztillalt vizet adtunk hozza.

A karbonsavoldatot lghottik 4 °C-ra jeges thés alkalmazasaval, és kevertetés
kozben lassan hozzacsepegtettik a karbodiimid aild&t reakcidid 30 perc, az
alkalmazott Bmérséklet 4 °C volt.

Magneses kevével ellatott gomblombikba bemeértiink 100 mg (0,62 atrkitozant

és 90 ml desztilldlt vizet adtunk hozza. A polidrid olddédasat 0,1 M sésav
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adagolasaval segitettiik. A feloldodott kitozan samialatanak pH-jat 6,5-re allitottuk
be 0,1 M NaOH oldattal.

A kitozanoldathoz (pH = 6,5) kevertetés kdzben Kozepegtettiik az almasav-
karbodiimid reakcitelegyet. A térhalositasi reakdéje 24 ora, szobémérsékleten.

A térhalbs részecskéket tartalmazo kolloid rendstiatizissel tisztitottuk, a szilard
anyag kinyerése liofilizalassal tortént.

A térhaldsitasi reakcidk kivitelezése a leirt égralapjan tortént minden révid
szénlancu karbonsav esetében, a kulohbigzhalositasi aranyoknak megfélkeh
valtoztatva a bemért karbonsav, illetve karbodiimeénnyiségeket. Az 1. tablazat

foglalja 6ssze a sziikséges valtoztatasokat.

1. tAblazat
Reakciokorulmeények a kitozan térhaldsitasahoz
(a beméren@imennyiségek 100 mg (0,62 mmol) kitozanra szaméioékek, t = 24 h)

Karbonsav Térhalbsitas Karbonsav CDI
mértéke mennyisége mennyisége

(mg) (mg)

25% 9 46

borostyanksav 50% 18 92
100% 37 184

25% 10 46
almasav 50% 21 92
100% 42 184

25% 12 46

borkésav 50% 23 92
100% 47 184

25% 16 46

citromsav 50% 33 92
100% 65 184

4.3.1.2. Kitozan térhaldsitasa poli-(etilén glikbl¥z (karboximetil)éter)-rel

Méagneses kevével ellatott gomblombikba bemértink 100 mg (0,62 atrkitozant
és 90 ml desztillalt vizet adtunk hozza. A polidmed oldédasat 0,1 M sbésav
adagolasaval segitettik. A feloldédott kitozan saviaatanak pH-jat 6,5-re allitottuk
be 0,1 M NaOH-oldattal.

43



500 mg (0,83 mmol) poli-(etiléen glikol)bisz (karbmetil)éter)-t (PEG a,0-
dikarbonsavat) mélombikban 100 ml-re higitottuk, pH-jat 0,1 M NaOlttattal 6,5-
re allitottuk be.

92 mg (0,31 mmol) karbodiimidet bemértiink egy pi#imes lvegbe és 1 ml
desztillalt vizet adtunk hozza.

A kitozan oldathoz szobémérsékleten hozzacsepegtettiink 18,4 ml (0,16 mmol)
PEG a,0-dikarbonsav oldatot. 30 perc kevertetés utan &créalegyet lelitottik
4 °C-ra jeges fités alkalmazasaval, és kevertetés kdzben lassaadsmpegtettik a
karbodiimidoldatot. A térhalositasi reakcio idejé @ra, melynek ets 4 6raja alatt
folyamatosan biztositottuk a jegesdst.

A térhalos részecskeéket tartalmazo kolloid rendstiatizissel tisztitottuk, a szilard

anyag kinyerése liofilizalassal tortént.

2. tablazat

Reakciokoriulmeények a kitozan PEG-dikarbonsavval torténtérhalositasahoz

(t=24h)
Kitozan Térhalositas PEG a,0- CDI
(mg) mértéke dikarbonsav mennyisége
mennyisége (mg)
(ml)
100 25% 9,2 46
100 50% 18,4 92
100 100% 36,8 184

4.3.2. Kitozan degradacidja

Kis molekulatomef kitozant oxidativ degradacioval allitottunk ¢éel
szobalbmérsékleten.

Magneses kevével ellatott gomblombikba bemeértiink 100 mg (0,62 atrkitozant
és 100 ml 1% (m/m) ecetsavoldatot adtunk hozzaitdz&n teljes feloldodasa utan az
oldathoz 3 ml 0,1 M NaN©oldatot csepegtettiink. A degradaciét 1 M NaOH lda
hozzaadasaval allitottuk le. A ligos kdzegben kiddatt kitozant centrifugaltuk,

desztillalt vizzel mostuk. A szilard kitozant libfélassal nyertik Ki.
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4.3.3. Hialuronsav degradécioja

Kis molekulatomeq hialuronsavat oxidativ degradéaciéval allitottunké enagas
hémérsékleten.

Méagneses kevével ellatott gomblombikba bemeértink 1000 mg (2,6 ahm
hialuronsavat és 100 ml desztillalt vizet adtunkZ# A hialuronsav teljes feloldodasa
utan az oldat pH-jat 2,0 értékre allitottuk be Ig,86savval.

A degradaciét magneses kednl és visszafolyd iiével ellatott duplafald
lombikban hajtottuk végre 70 °C-on. A degradaceeskcio ideje 3, 6, és 9 6ra volt. A
degradalt hialuronsavat szoléamérsékletre titottik jeges #ités alkalmazasaval, pH-
jat 6,0-ra allitottuk be 1,0 M NaOH oldattal. A dadaciot 4-szeres térfogatuitttt

etanollal allitottuk le. A kicsapott hialuronsaeanollal mostuk, szaritottuk.

4.3.4. Hialuronsav térhaldsitasa 2,2’(etiléndioxifz (etilamin)-nal

A kulonb6s molekulatomety hialuronsavakat 2,2’(etiléndioxi)bisz(etilamin)tna
térhaldsitottuk. A reakciokat vizes kézegben véigleztizoldaté karbodiimid reaktans
jelenlétében.

Magneses kevével ellatott gomblombikba bemértink 100 mg (0,26 at)m
hialuronsavat és 90 ml desztillalt vizet adtunkz@zA hialuronsav oldat pH-jat 6,5-re
allitottuk be 0,1 M NaOH oldattal.

1,0 ml (6,8 mmol) diamint mélombikban 100-szoros térfogatra higitottuk, a pH-ja
6,5-re allitottuk 0,1 M sosavval.

40 mg (0,13 mmol) karbodiimidet bemértiink egy pd#ities Uvegbe és 1 ml
desztillalt vizet adtunk hozza.

A hialuronsavoldathoz szob&mérsékleten hozzacsepegtettink 0,94 ml (0,065
mmol) diaminoldatot. 30 perc kevertetés utan acémtegyet lehitottik 4 °C-ra jeges
hités alkalmazasaval, és kevertetées kozben lassanzadsepegtettik a
karbodiimidoldatot. A térhalositasi reakcié idejé @ra, melynek ets 4 6raja alatt
folyamatosan biztositottuk a jegesdst.

A térhalbs részecskeéket tartalmazo kolloid rendstiatizissel tisztitottuk, a szilard

anyag kinyerése liofilizalassal tortént.
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3. tablazat

Reakciékoriulmeények a hialuronsav térhalésitasdhoz

(t=24h)
Hialuronsav Térhalositas Diamin CDiI
(mg) mértéke mennyisége  mennyisége
(ml) (mg)
100 25% 0,47 20
100 50% 0,94 40
100 100% 1,88 80

4.3.5. Kitozan és hialuronsav 6nrendsése

A kitozant és a hialuronsavat desztillalt vizben, széivadnsékleten oldottuk fel, az
oldatok pH-jat 0,05 M-os HCI oldattal allitottuk be pH=3,8kre. A nanorészecskék
eléallitasa az azonos  koncentraciéju  oldatok  dsszedntésével ttortén
szobaldimérsékleten, intenziv kevertetés mellett. Vizsgalataink soranztattick a
biopolimerek aranyat és 6sszeontésének sorrendjét, dsméayoztuk a koncentracio-
fuggést.

A HA-CH 1:2 jelolés jelentése: 1 térfogatrész hialuronsavoldatimagoltunk 2
térfogatrész  kitozanoldatot. Az Onrendé@ nanorészecskék kialakulasa a

biopolimerek kdz6tt letrejdvionos kdlcsdnhatas kovetkezménye.

4.3.6. Kitozan és a poji-glutaminsav 6nrendaiése

A poli-y-glutaminsavat (PGA) és a kitozant (CH) desztilldlt vizben,
szobalkdmeérsékleten oldottuk fel, az oldatok pH-jat 0,05 M-os HChthll allitottuk
be pH = 3,0 értékre. A nanorészecskaliitdsa az azonos koncentracioju oldatok
0sszeontésével tortént, szobalgérsékleten, intenziv kevertetés mellett. Vizsgalataink
soran valtoztattuk a biopolimerek aranyat és 0sszeodntésésmkendiét,

tanulmanyoztuk a koncentracio- és a pH-figgést.
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A PGA-CH 1:2 jeldlés jelentése: 1 térfogatrész Pi@x-adagoltunk 2 térfogatrész
CH-t. Az 6nrendedd6 nanorészecskék kialakulasa a biopolimerek koZitejbivw

ionos koélcsonhatas kdvetkezménye.
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5. Eredmények és értékeléstik

5.1. A kitozan térhalositasa
5.1.1. Kitozan térhaldsitasa rovid szénlancu dikansavakkal

5.1.1.1. Térhal6s kitozan nanorészecskésadlitasa

Vizes kozegben, vizben oldéddé karbodiimid alkalnsazal kondenzacios
reakcibban, savamid kotés alakithatdo ki amino- ésrbdxilcsoportok
O0sszekapcsolasaval. A savamidkotés kialakulasan sarkihasad6 viz hatasara a
diszubsztitualt karbodiimidiy karbamidszarmazék képdik, amely dializissel
eltavolithat6 a rendszeib

Kutatomunkankban a kitozan aminocsoportjai és ahatésitd tobbérték
karbonsavak karboxilcsoportjai kdzott savamid kibtlskitottunk ki a vizben jol
oldédo 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilkarbodiimid ~ metiljodid (CDI)
felhasznélasaval, és ezaltal térhalés kitozan cékéket allitottunk @él vizes

kdzegben, szobamérsékleteri*'*(14. abra)

NH, NH, COOH
H 0 H o, &
o |
COOH
H,OH H,OH
n
NH2 CHZOH NH2
H o 0 H o—
HO o
H,OH NH H,OH
o
R

CDI
|
co
CH,OH i CH,OH
0 HO o )
HO 0 g HO o_
NH, HOH NH,
n
14. abra

A kitozan térhalésitasanak mechanizmusa
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A térhalositasi reakcio elviekben eredményezhet. (&4bra) polikationt (Il),
polianiont (V), poliamfolitot (IV) vagy toltés néilli térhalos részecskéeket (IIl). A
térhalositas mértékével, az alkalmazott karbonsdékiségevel szabalyozhatok a
keletked nanorészecskék toltésviszonyai. A térhalositastakének novelésével a
kitozan szabad aminocsoportjainak szama csokken, aamolikation (1) jelleg
megszinését eredményezheti. Amennyiben a tért@dasigrieke 100%, toltés nélkdli
részecskék (ll) vagy polianionok (V) is keletketrtek, a térhalésité karbonsav

ertékiséegesl fiiggoen.

S @
 ——

8

linearis lancu kitozan (1) polikation (1) toltés nélki
nanoreszecske (l11)

@ @ S
> @ -
@®
S ©
@

amfolit (IV) polianion (V)

15. abra
Kitozanbadl eballithato térhalds polielektrolitok vazlatos rajzai

5.1.1.2. A térhalos kitozan szerkezetének vizsgalat

A térhalés kitozan szerkezetének meghatarozasahalamint a térhalositas
mértékének kiszamitdsahoz NMR spektroszkopiat iddtsark.

A kitozan'H és'*C-NMR spektruméaban a jelek kémiai eltolodasa a b
'H-NMR (DCI/D,0): & = 4,9 (1-H, dezacilezett)$ = 4,7 (1-H acilezett)§ = 3,2 (2-
H), 6 = 3,3-4,2 (3-H, 4-H, 5-H, 6-Hp = 2,2 (NCOCH).
3C NMR (DCI/D;O): & = 96,80 (1-G.), & = 96,56 (1-G), & = 56,21 (2-C)p = 70,80
(3-C),6 = 76,11 (4-C)p = 74,08 (5-C)p = 60,05 (6-C).

49



16. abra
A kitozan (a), valamint almasavval 50%-ban térhifddskitozan (b)'H-NMR

spektruma (500 MHz)
(alkalmazott oldészer: J/DCI)

Az almasavval 50%-ban térhaldsitott kitoZéh NMR és**C NMR asszignéciéi a
kovetkedk:
'H-NMR (DCI/D,0): 6 = 4,85-5,00 (két izomer, 1), 6 = 4,70-4,80 (1-K.), & =
4,60-4,65 és 4,55-4,65 (két izomer, {zHimasavval modositotth, = 3,75-3,85 (2-
Hua), & = 3,70-3,75 (2-K and 2-H), & = 3,6-4,1 (3-H, 4-H, 5-H, 6-H)5 = 2,1
(NCOCH; nem lathatd)d = 4,6 (CHy,) €s6 = 2,9 (Cha)-
3C-NMR (DCI/D,0): & = 97,61 (1-G), & = 101,21 (1-G. and 1-Gy.), & = 56,15 (2-
C),6 =70,30 (3-C)p = 79,03 (4-C)p = 76,80 (5-C)p = 60,54 (6-C), és az almasav
jelei: 5 = 68,50 (Chla) €556 = 39,08 (CH.ya).

50



!

T T T T T T
c 1] {E Lo 35 30 F

P

N#‘H bl "I'"HM #JMJ
T T T T T T T T T T
LCE 146 ER L14 ES Edi 73 i 55 Bl 3= =1 =1 i3

17. &bra
A kitozan (c), valamint almasavval 50%-ban térhétiskitozan (d)**C-NMR

spektruma (500 MHz)
(alkalmazott oldészer: /DCI)

A térhalésitott kitozan nanorészecskék szerkezktépezletesebb megismerése
érdekében felvettilk és azonositottuk az almasa&s@¥-ban térhaldsitott kitoz&m,
'H-'H COSY (18. &bra), valamint &C, és'H-*C HETCOR NMR (19. &bra)
spektrumokat. A jelek kémiai eltolodasa 6sszhanglaena szakirodalomban publikalt

kitin, kitozan és ezek oligomerjeinek eltolodasaval**’
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18. abra

Almasavval 50%-ban térhalésitott kitozaf'H COSY NMR spektruma (500 MHz)
(alkalmazott old6szer: J®/DCI)
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19. abra
Almasavval 50%-ban térhalositott kitozah*C HSQC NMR spektruma (500 MHz)
(alkalmazott oldészer: /DCI)

A térhdlos kitozan nanorészecskék elnevezése égalaa soran a sztbchiometriai
térhaldsitasi aranyokat hasznaljuk. A valodi téshffisi aranyokat a mintdkl-NMR
spektrumabdl, a jelek integral intenzitdsainak ga@idl szamitottuk. Az értékek a
kitozan 1-H acilezett és dezacilezett protonjaiemzitasanak 0sszehasonlitasabol
szarmaznak. (20. abra)

Az eredmények azt mutatjak, hogy 25%-o0s szttchinaie¢érhaldsitas esetén a valddi
arany 20-25% kozott van, 50%-o0s sztbchiometrididirsitas esetén az arany 32-44%,
€s 100% esetében 45-70% kozotti.

Megallapithaté, hogy a térhaldsitasi arany mértékemovekedésével a valodi
térhalositasi arany értékek egyre jobban eltérnsktéchiometriai értékedt ami a
kitozan poliszacharid lancanak konformaciojavalamant a térhalositoként hasznalt

karbonsavak révid szénlancaval magyarazhato.
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20. abra
25%-ban, 50%-ban és 100%-ban almasavval térhaiksittozan*H-NMR
integraljai

(Alkalmazott oldészer: BD/DCI)

5.1.1.3. A térhalés kitozan részecskeket tartalmaadzes rendszerek
transzmittanciajanak vizsgalata

A kitozan, a gluik6zamin egységek jelenléte miatesikozegben gyenge bazisként
viselkedik, pk, értéke 6,2-7,0 kozott van. Lagos kdzegben nem dikgdGemleges
k6zegben rosszul, savas kdzegben az aminocsogmxtinalédasa réven jol oldodik,
és polikationna alakul.

A kitozan térhalositdsaval keletkeznanorészecskék oldhatésagara, duzzadasi
tulajdonsagaira, illetve hidrataltsagara kovetkiftink a transzmittancia ertekékb

A rovid szénlancu karbonsavakkal térhaldsitott 2ato részecskék vizes kdzegben,
kisebb-nagyobb mértékben opéalos kolloid rendszeérelatnak, de a térhaldsitas

mértékének novelésével kicsapddast is megfigyelt(fhkablazat)
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4. tablazat

Rovid szénlancu karbonsavakkal térhaldsitott kinazanorészecskéket tartalmazo

vizes rendszerek transzmittancia adatai

(Mérési korulmények: az oldatok koncentraciojat mg/ml kitozanra nézve, pH = 6,5)

Karbonsav  Térhalositas Oldat Transzmittancia
mértéke

25% opéalos 76%
borostyanksav 50% kicsapodott -
100% kicsap6dott -

25% opalos 85%

almasav 50% opalos 80%

100% opalos 71%

25% tiszta 99%

borkésav 50% tiszta 92%

100% opalos 88%

25% opalos 38%

citromsav 50% opalos 38%
100% kicsapodott -

Az eredmények alapjan megallapithato, hogy a tésiitéls mertékének novelésével
egyre tomorebbek a részecskék, egyre opalosabbikattndszerek keletkeznek, a
transzmittancia értékek csokkennek. Emellett adléditas mertékének ndvekedéseével
csokken a kitozan szabad aminocsoportjainak szama,a kitozan oldhatésaganak
csokkenését jelenti.

A térhalésitd karbonsavak 6sszehasonlitasabol tapdialatjuk, hogy a térhaldsito
karbonsav hidrofil jellege is befolyasolja a kek#k kolloid rendszerben a
nanorészecskék oldhatésagat: minél hidrofilebb raatésité, anndl tisztabb oldat
keletkezik. Ennek megfel&n a borksavval valdé keresztkétés eredmeényezi a
legtisztabb kolloid rendszert, mig a borostyé@s#dvval valé reakcid mar kis mértek
térhalositas esetén is kicsapddast eredményez.

A citromsav esetében tapasztalt kivalas azzal nmraghatd, hogy a citromsav
térhalositasi

haromfunkciés karbonsav és ennek megbelel vesz részt a

folyamatokban.
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Az almasavval térhalésitott kitozan nanorészecskednszmittanciajanak pH
fuggését tanulmanyozva megallapitottuk, hogy a gBkkentésével egyre tisztabb
kolloid rendszerek keletkeznek, a nanorészecskdkatdiltsaga & ami a kitozan
szabad aminocsoportjainak protonaldodasara, ezahal térhaldos rendszerek
duzzadasanak mértekére vezeathassza. (21. abra)

Megallapitottuk, hogy a térhalositas meértéke szghbsartomanyban befolyasolja a
kolloid rendszerek opalossagat. A térhaldsitas ékértek ndvelésével egyre
opalosabb rendszerek keletkeznek a kozeg pH-jaggdtlentl, ami a kitozan szabad

aminocsoportjai szamanak csokkenésével magyarazhaté

100 -
90 -
©
<
I 80 -
€
» 70 -
S ——25%
= 60 | ~—*—50%
—m— 100 %
50 T T T T T T T 1
2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH
21. abra

Almasavval térhalésitott kitozan nanorészecské&kdlinazo vizes rendszerek

transzmittanciajanak pH fliggeése

(az oldatok koncentraciéja ¢ = 1 mg/ml kitozanraves

5.1.1.4. A térhalds kitozan részecskék hidrodinaaikérete

A nanorészecskék hidrodinamikai atijét fényszoras fotometriai merésekkel
allapitottuk meg.

A térhalos kitozan nanorészecskék effektiv aém@90 nm és 340 nm kozott
valtoztak. (5. tAblazat) Rovid szénlancu dikarbeakat hasznaltunk a térhaldsitashoz,
ami magyarazatot adhat a hasonlé hidrodinamikaetakhez az egyes térhaldsitasi

aranyok esetében. A hidrodinamikai méretet nem Ij@folta sem a térhaldsitas
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aranya, sem a térhaldsito hidrofil jellegének zA&a. A mért adatokban szamottev
kilénbséget nem tapasztaltunk.
5. tablazat

Térhalos kitozan nanorészecskék effektiv hidrodikanatmeét adatai

(Mérési korilmények: 0,2 M natrium-acetat puffed, 6,5, ¢ = 10Qug/ml kitozanra nézve)

T, Effektiv hidrodinamikai atmér 6 (nm)
Térhalositas
mértéke Borostyanké-

sav Almasav Borkésav Citromsav
25% 29030 310+20 330+20 320+40
50% - 300425 290120 340140
100% - 300+60 300+25 -

Az effektiv hidrodinamikai atmér adatok teljessé tételéhez szikséges a
méreteloszlasok bemutatasa. (22. abra) Megalldapjthagy az almasavval, valamint
a borlésavval térhalositott kitozan részecskék széles telészlasuak: 120 — 650 nm

kozotti mérettel rendelkeznek.

120 + —e— 25% almasav
100 - X —a—50% almasav
—a—50% borkésav
< 80 1 —x—50% citromsav
N 60 - X
)
2 w0 /
20 - />K
0 - X X

0 100 200 300 400 500 600 700

Hidrodinamikai atmér 6 (nm)

22. abra
Rovid szénlancu karbonsavakkal térhaldsitott kinazanorészecskék intenzitas

szerinti hidrodinamikai méreteloszlasa

(Mérési korulmények: 0,2 M natrium-acetat puffad, 6,5, ¢ = 10Qug/ml kitozanra nézve)
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A citromsav esetében #zbb méreteloszlas figyelltetmeg. Az atlagos meéret
hasonlé a dikarbonsavakkal térhaldsitott nanorékBécmeéretehez, de nem talalhatok
sem a kisebb, sem a nagyobb mérettartomanybacszecskek. A keletkézéerhalds
kolloidok valészifileg intermolekulas térhaldsitas kovetkeztében, tditmzan
molekula 6sszekapcsolasaval jottek létre. A citamm$&aromfunkcios jellegének
koszbnhaien ezek a rendszerekisen térhaldosak, ami magyarazza a viszonyléy sz
méreteloszlast.

Vizsgaltuk a hidrodinamikai atm&k pH fliggését. (23. abra) A mérési eredmények
alapjan megallapitottuk, hogy a térhalositas eregel&@&nt széles meéreteloszlasu
részecskeék keletkeztek, a hidrodinamikai méretéteszintervallumban valtoznak, a

mérési eredmények szérédnak, pH-tol figgetlendl.

—&—50% almasav
—i— 50% citromsav
—A—50% borkdésav

550 +
500 +

450 +
400 +
350 +
300 +
250 +
200 +

Hidrodinamikai atmér 6 (nm)

150 1 1 1 1 1 1
2,6 3,6 4.6 5,6 6,6 7,6
pH

23. abra
Rovid szénlancu karbonsavakkal térhaldsitott kinazanorészecskék

hidrodinamikai atmér adatainak pH fliggése

(Mérési korulmények: 0,2 M néatrium-acetat puffer, £00ug/ml kitozanra nézve)

A borkésavval térhalésitott kitozan nanorészecskék esasgiigyelheb, hogy a pH
novelésével az atlagos hidrodinamikai attnésokken. A kitozan savas kézegben
protonalt szabad amino funkcidos csoportjai fokozato deprotonalédnak, a

szegmensek kozOtti taszitas és ezzel egyitt acsisdemérete csokken.
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Citromsavval valo terhalésitas estén az atlaga®tidamikai méret minimumgorbe
szerint valtozik. Efsen savas kozegben a kitozan szabad aminocsoportjai
protonalédnak, polikation keletkezik. A pH novelesé ezen csoportok
deprotonalodasa mellett a citromsav szabad kadsoplortjai deprotonaldédnak,
polianion keletkezik. A részecske toltégsége, a szegmensek kozotti taszitas
befolyasolja a méretet.

Almasav esetén szamottetendencia nem volt megfigyelliet

5.1.1.5. A térhalés kitozan részecskék vizsgalatangzmissziés elektron-
mikroszképpal

A kitozan térhaldsitasaval kulonallé gombszerszecskeket kivantunkséllitani. A
TEM felvételek alkalmasak annak igazolasara, hoggkkara mérdt és milyen
formaju részecskék maradnak vissza a vizes rerf8zzaritas utan. (24. abra)

Megallapithaté, hogy a rovid szénlancu karbonsaablkiérhaldsitott kitozan
nanorészecskék gobmb alakuak, a részecskek mérete1 60300 nm kozott valtozik.
A részecskeméret eloszlast bemutatdé hisztogramokdani esetben széles
méreteloszlast tikroznek.

Az eredményeket Osszefoglalva megallapithatd, hetabilis térhalds, kolloid
mérettartomanyba ésrészecskeket allitottunk éelkitozanbol. A térhalos kitozan
rendszerek széles pH-tartomanyban stabilisak; hilisig, illetve a részecskéket
jellegével, valamint a kozeg pH-javal befolyasothaf részecskék hidrodinamikai

mérete 270 nm és 370 nm kodz6tt volt, a kdzeg pél-faggsen.
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24. abra
Térhalos kitozan nanorészecskék TEM felvételei ésetrloszlasa
A: almasavval 25%-ban, B: almasavval 50%-ban, Ckdsavval 50%-ban,

D: citromsavval 50%-ban

(Mérési korilmények: ¢ = 100y/ml oldatot cseppentettiink, szobatérsékleten szaritottuk)
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5.1.2. Kulénbod molekulatomed kitozan térhaldsitasa PEG a,w-

dikarbonsav oligomerrel

5.1.2.1. Térhal6s kitozan nanoreészecskésadlitasa

Kutatomunkank masodik fejezetében vizsgalni kiviantonilyen hatassal van a
kitozdn molekulatomege a ké&md nanorészecskék méretére, stabilitdsara,
hidrataltsagara. A kitozan degradacidja révén Kid# molekulatomeg
makromolekulak térhalositasara nyilt lefsgtg. Az eddig alkalmazott révid szénlancu
dikarbonsavak helyett egy PEGuw-dikarbonsav oligomert, a poli-(etilén
glikol)bisz(karboximetil)étert hasznaltunk térhatégént’*® (25. &bra) Az o,0-
dikarbonsav hosszu, flexibilis lancu, hidrofil adiger molekula, alkalmazésaval

kivantuk ebsegiteni a térhalositas sztbchiometriai és val@takének kozelitéset.

CHZOH
%\ NHZ HZOH

HOOC— CHF<070H270H2>8707 CH;—COOH

25. abra
A kitozan poli-(etilén glikol)bisz(karboximetil)éteel tortérd térhaldsitasanak
mechanizmusa

(A jelolések, szdmozasok felhasznalasa az NMR gpekk elemzésénél torténik.)

5.1.2.2. A kitozan degradacidja

A Kkisérleti részben leirt degradaciot kdest a keletkez kitozanok viszkozitas
szerinti atlagos molekulatomegét Ostwald-féle wigzkéterrel hataroztuk meg. A
mérésekhez 0,10 M GBOOH/0,20 M NaCl oldoszerelegyet hasznaltunk, alseert
25 °C-ra termosztaltuk. A molekulatdmeget a Markittimk egyenlet (] = K* M)
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alapjan a hatarviszkozitas értékékbzamitottuk ki. Az adott oldészerelegy esetén az
egyenletben szerepkgyitthatok értékes = 1,81*10° ml/g ésa = 0,93.

A degradaci6 soran azt tapasztaltuk, hogy a kitoz&mwlekulatomege
exponencialisan cstkken a reakcididl. A degradacio az €sl5 percben jelefis,
majd a folyamat fokozatosan lelassul. (26. abra)

A degradacioval égllitott kisebb molekulatomeg kitozanok kozil harmat
valasztottunk ki annak tanulmanyozasara, hogy a&katdtomeg milyen hatassal van
a képsddo nanorészecskék tulajdonsagaira. Ezek a kovétk&xCH1: M, = 190 kDa,
DCH2: M, = 100 kDa, and DCH3: V= 55 kDa.

Molekulatomeg (kDa)

0 20 40 60 80 100
Reakcidid 6 (min)
26. abra

A degradacios folyamat reakcioidejének hatasacz&it molekulattmegére
(Kisérleti kdrtlmények: [kitozan] = 1 mg/ml, [eca§ = 1% (m/m), [NaNG = 3 mM, T = 298 K)

5.1.2.3. A térhaldsitott kitozan szerkezeténekgdiata
A részecskék szerkezetének tanulmanyozasara, aaldsitds mértékének
meghatarozasara NMR spektroszkopiat hasznaltuk.
A kitozdn és a térhaldsitott nanorészecsk#l-NMR  spektrumainak

0sszehasonlitasabol a kilonbség jol észlel{av. abra)
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27. abra
A DCH3 degradalt kitozan (l), valamint a PE(&-dikarbonsavval 50%-ban

térhalésitott DCH3 kitozan (IBH NMR spektruma (500 MHz)
(Alkalmazott olddszer: BD/DCI)

A kémiai eltolédasok a kovetkélz: DCH3 kitozan:*H-NMR (DCI/D,0): & = 4,92
(1-Hp dezacilezett)y = 4,63 (1-H. acilezett)$ = 3,21 (2-H)6 = 3,47-4,18 (3-H, 4-H,
5-H, 6-H),6 = 2,08 (NCOCH). PEGa,»-dikarbonsavval 50%-ban térhalésitott DCH3
kitozan:'H-NMR (DCI/D,0): & = 4,90 (1-Hb, dezacilezett)s = 4,61 (1-H. maradék
NCOCH; és PEG oligomerrel acilezet)= 3,19 (2-H),6 = 3,45-4,15 (3-H, 4-H, 5-H,
6-H),d = 2,06 (NCOCH), 6 = 3,65-3,75 (c-Chklés b-CH PEG oligomer)$ = 4,24 (a-
CH, PEG oligomer).

A térhalésitott kitozan'H NMR spektruméaban megfigyelliet hogy a PEG

oligomerre jellemé& csucsok is szélesek, ami igazolja, hogy a térfaldseéplilt,

hozzakapcsolddott a kitozan lanchoz.
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28. abra
A DCHS3 degradalt kitozan (111), valamint a PEGo-dikarbonsavval 50%-ban
térhaldsitott DCH3 kitozan (IVJ°C-NMR spektruma (500 MHz)
(Alkalmazott olddszer: BD/DCI)

A kitozan és a térhaldsitott nanorészecSkieNMR spektrumaiban 8sszehasonlitva
a jelek kémiai eltolodasat, a PEG-ra jellénpalek jol azonosithatok a térhalos kitozan
nanorészecske spektrumaban. (28. abra)

A kémiai eltolédasok a kovetkéz DCH3 kitozan: **C-NMR (DCI/D,0): & =
101,33 (1-Gc), 6 = 97,70 (1-@), 6 = 56,15 (2-C)p = 70,28 (3-C)p = 76,71 (4-C)p
= 75,06 (5-C)p = 60,42 (6-C). PEG,w-dikarbonsavval 50%-ban térhaldsitott DCH3
kitozan:**C-NMR (DCI/D,0): 6 = 97,67 (1-G@), & = 56,13 (2-C)p = 70,26 (3-C)p =
76,68 (4-C),6 = 75,04 (5-C),0 = 60,39 (6-C), a PEG@,w-dikarbonsavra jellentz
eltolédasokd = 69,83 (c-CH), 6 = 70,42 (b-CH) és6 = 67,90 (a-CH).

Az egydimenzios NMR spektrumok kiegészitésére €és pantosabb
szerkezetazonositas érdekében 2D NMR vizsgalatokgeztink. A korrelacios

spektrumon jol elktldniinek a kitozanhoz és a PEGtartozo jelek. (29. abra)
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29. abra
PEGa,n-dikarbonsavval 50%-ban térhaldsitott DCH3 kitozan

'H-3C HSQC NMR spektruma (500 MHz)
(Alkalmazott oldészer: BD/DCI)

A kitozan nanorészecskékben a térhaldsitas valédiékét aH-NMR spektrumok
alapjan szamitottuk. (30. abra) Az ertékek a kimo2zé&d és a PEG dikarbonsav a-CH
protonjai intenzitdsanak ©0sszehasonlitasabdl szivaka Az eredmények azt
mutatjak, hogy 25%-0s sztdchiometriai térhaldsésetén a valodi térhaléssag 15-25%
kozott van. 50%-0s szochiometriai arany melletadi téerhaléssag mertéke 23-40%,
mig 100% esetén 31-90%. Megallapithatjuk, hogy tdckrometriai arannyal iha
valddi térhaldssag aranya is, de a két érték kididiitnbség a térhalositas meértékének

novelésével egyre jelafgebb.
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30. abra
25%-ban, 50%-ban és 100%-ban PEG-dikarbonsavval térhalodsitott kitoz&A-
NMR integraljai
(Alkalmazott olddszer: BD/DCI)

5.1.2.4. A térhaldés kitozan részecskéket tartalmaadzes rendszerek
transzmittanciajanak vizsgalata

Minden eballitott nanorendszer vizes kdzegben stabilis kbll,endszert alkot,
kivalast nem tapasztaltunk. Az eredményt a PE&Sesr hidrofil, valamint oligomer
jellegének tulajdonitottuk.

Transzmittancia adatok alapjan a térhalds kitozaanorészecskék oldatbeli
stabilitasat, hidrataltsagat vizsgaltuk. Megallagitk, hogy a molekulatdmeg hatasa a
transzmittancia adatokra vonatkozéan elhanyagallikigomertéki térhalositas esetén
a vizsgalt kolloid rendszer tiszta. Nagyobb méitékérhalositas esetén a
nanorészecskék egyre tomorebbek, a vizes rendsggre eopalosabb. Adott
térhaldsitas esetén a transzmittancia adatokbarmmeatkozik szamottévkilonbség,

a kulonb6sd molekulatomeg hatasa nem érzékdlhél. abra)
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31. abra
A térhalés kitozan nanorészecskéket tartalmaz&vizedszerek transzmittancigja a
térhalositas fliggvenyeben

(Mérési korulmények: az oldatok koncentraciéjat mg/ml kitozanra nézve, pH = 6,5)

5.1.2.5. A térhalds kitozan részecskék hidrodinaaiikérete

A térhaldés kitozan nanorészecskék hidrodinamikanédtt adatait fényszoras
fotometriaval hataroztuk meg. Vizsgaltuk a kulonbdnolekulatomety kitozanok
kilonbod mértekben térhalositott részecskéinek méretedsvidzegben. (6. tablazat)

A térhalositoként alkalmazott PEG-oligomer hosszablbxibilis lanca réveén
lehetiség nyilt lazabb szerketettérhalés részecskék odllitasara. A kitozan
poliszacharid girijének konformacioja szintén befolyasolja a térhalészecskék
szerkezetét, meretét, duzzadasat.

A fényszoréas fotometriai mérési eredmények a téehiitozan részecskéek bimodalis
eloszlasat mutatjak. A szam szerinti megoszlashasedbb mérdi részecskék tulsulya
figyelhe® meg, de mellette a nagyobb méreészecskek is &lordulnak. A kisebb
méreti térhalds részecskék effektiv hidrodinamikai atijgb0 nm és 120 nm kozott
van. Adott molekulatdmdgkitozan esetén hatarozott tendencia nem figyélhetg a
térhaldsitds mértéke és ezen hidrodinamikai mérekéizott. A legkisebb
molekulatomeqj kitozan esetén pedig forditott tendencia figydlheteg, ami az

intermolekulas térhalositast valosmiti.
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6. tablazat
A PEGua,o-dikarbonsavval térhalositott kitozan nanorészdcsiiektiv

hidrodinamikai atmér adatai

(Mérési korulmények: pH = 6,5; ¢ = 10@/ml kitozanra nézve)

Kitozan Térhaldsitas . csucs Il. csucs
mértéke (nm) (nm)
25% 108+12 430+40
CH 50% 105415 300+20
100% 100+15 570+60
25% 92415 420120
DCH1 50% 9240 280+20
100% 60+12 340420
25% 98+9 340+20
DCH2 50% 89+12 270120
100% 80+10 320+20
25% 73114 290+30
DCH3 50% 78+13 200+20
100% 80+12 280+30

A kitozan molekulatomegének hatasat vizsgalva ntagjdhatjuk, hogy biopolimer
molekulatomegének valtoztatasaval befolyasolhatéeketke? térhalos reszecske
mérete. A kitozan molekulatdmegével cstkken a téshaészecskék meérete.
Matematikai 6sszefliggést azonban nem tudtunk flidila kitozan molekulatmege
és a terhalos nanorészecskék mérete kozott.

A nagyobb mérdt részecskék jelenléte minden esetben kimutathatti. vo
Kialakulasuk intermolekulas térhaldsitas vagy mésgpuk kdlcsonhatasok eredménye
lehet. Az ebbbi allitast tamasztja ala az, hogy fényszorassahat volt a jelenlétik
pl. ultrahanggal valé kezelés utan is, viszont MTielvételek ezt nem tamasztottak
ala. Az eredményeket 0sszefoglalva megallapitothakyy a fényszoras-mérés soran
eléforduld intenzitdst add nagy méiketészecskéket, a kis szamuk miatt, a TEM
felvetelek készitesénél elkertlhettik.

Az atlagos hidrodinamikai atmg&r adatok teljessé tételéhez szikséges a
méreteloszlasok bemutatasa. A 32. abra alapjan Ilapijaatd, hogy dikebb

méreteloszlasu részecskéket allitottunk, ehint a rovid szénlancu karbonsavakkal
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tortént térhaldsitas soran. A meéreteloszlas nemozikljelentsen a térhaldsitassal, de

s

az atlagos meéret és a mérettartomany eltolodikhaligsitas valtoztatasaval.

100
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—— 100%
@ 60
‘N
o
= 40 +
20
0 _
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Hidrodinamikai &tmér 6 (nm)

32. abra
A DCH2 kitozan PEGi,w-dikarbonsavval térhalositott részecskéinek intészi
szerinti méreteloszlasa. A részecskék mérete 66bi5 nm kozott van, az effektiv

méret 80 nm és 100 nm kozott.

(Mérési korulmények: pH = 6,5; ¢ = 10@/ml kitozanra nézve)

5.1.2.6. A térhalés kitozan részecskék vizsgalatangzmissziés elektron-
mikroszképpal

A TEM felvételek igazoljak a kulonallé részecskéakdikezesét. Szilard allapotban a
térhalos részecskék mérete 25 nm alatt van, vakibrészecskék. A fényszéras soran
mért nagy mérétrészecskéket nem tudtuk kimutatni. (33. abra)

Nagy kulénbség mutatkozik a szilard és a duzzdapail részecskék méretében. A
jelenség a térhalositdo PEG oligomer hosszabb, bilexi lancanak jelenlétével

magyarazhat6, amely befolyasolja a térhalds modekabyobb mértékduzzadasat.
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33. abra

PEGua,w-dikarbonsavval térhaldés kitozan nanorészecskék T&wételei és
méreteloszlasa
A: DCH3 25%-ban, B: DCH1 25%-ban, C: DCH3 100%-HdanDPCH2 100%-ban

(Mérési korulmények: ¢ = 100y/ml oldatot cseppentettiink, szobatérsékleten szaritottuk)
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Az eredményeket O6sszegezve megallapithatd, hogyE@ & w-dikarbonsavval
térhaldsitott nanorészecskék vizes kozegben jokzatimak, a térhaldsitdé hosszd,
flexibilis lanca meghatarozza a térhalés részecdkezadasi tulajdonsagait. A
nanorészecskék mérete a kitozan molekulatomeggéusfolyasolhatd. Mindemellett
a térhaldsitas mértékének valtoztatasaval a koflemdiszer opalossaga valtoztathato,

de szamotte¥ méretbeni kilénbség nem erhiet.

5.2. Hialuronsav térhalositasa

5.2.1. Térhalés hialuronsav nanorészecskéelfalitasa

Kutatomunkank els részében egy poliszacharidot, a kitozant terhtatibsk vizes
kézegben. A vizben j6l oldodo karbodiimid kondenaaageakciéban, savamid kotést
alakit ki a kitozan poliszacharid aminocsoportjai & térhalositdo karboxilcsoportjai
kozott, térhalds kitozan részecskéket eredményezie. térhaldés kitozan
nanorészecskék dllitasanak és vizsgalatanak eredményeit alapul e,vév
kutatbmunkank kovetkéz fejezetében vizsgalni kivantuk egy polikarbonsav
térhaldsitasi reakcidit. Vizsgalatainkhoz a hiahgav polikarbonsavat valasztottuk,
amely a karboxilcsoportok jelenléte miatt vizes dgizen gyenge savként viselkedik,
széles pH-tartomanyban rendkivil jol oldédik, éseboxilcsoportok deprotonalédasa
révén polianionna alakul. Térhalositoként egy halsbz szénlancu diamint, a
2,2'(etiléndioxi)bisz(etilamin)-t  valasztottuk, nhgtl elésegiteni kivantuk a
térhalbsitas sztochiometriai és valés mértékeneklikéset.

Kutatomunkank soran a hialuronsav karboxilcsoportgds a térhalosito
2,2'(etiléndioxi)bisz(etilamin) aminocsoportjai kitz alakitottunk ki savamid kotést a
vizben jol oldéddé  1-[3-(dimetilamino)propil]-3-dtarbodiimid  metiljodid
felhasznélasaval, és ezdltal térhalos hialurongszecskéket allitottunk éelvizes
kozegben, szobémérsekleten. (34. abra)

Minden eballitott nanorendszer vizes kdzegben stabilis kibll,endszert alkot,

csapadék-kivalast nem tapasztaltunk.
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34. abra
A hialuronsav 2,2’(etiléndioxi)bisz(etilamin)-nairtérd térhalositasanak

mechanizmusa
5.2.2. A hialuronsav degradéciéja

Tanulmanyozni kivantuk, hogy milyen hatassal véwmeduronsav kivalo oldhatésaga
eés molekulatomege a k&jmd nanorészecskék méretére, stabilitasara, hidraggta.

Ezen

megfontolasbdl  oxidativ

degradéaciéval  kisebb olekulattmeg
poliszacharidokat allitottunk &egy M, = 800 kDa molekulatomdighialuronsavbol.

A Kisérleti részben leirt degradaciot kdext a keletkez makromolekulak
viszkozitas szerinti atlagos molekulatomegét Osiviéle viszkoziméterrel hataroztuk
meg. A viszkozitas-méréseket 0,10 M NaCl oldatbéageztik, a rendszert 25 °C-on

termosztaltuk. A molekulatomeget a Mark-Houwink egiet (n]=K.M; ) alapjan a
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hatarviszkozitas értékekbszamitottuk ki. Az adott oldoszer esetén az elggban
szerepb egyiitthatok értéked< = 3,36*10°ml/g ésa = 0,79.

A degradaci6 soran azt tapasztaltuk, hogy a hiakae molekulatbmege
exponencialisan csokken a reakciMdl. A degradacio az él$ oraban jeleids, majd
a folyamat fokozatosan lelassul. (35. abra)

A degradacio réven kulonbé&zatlagos molekulatoméghialuronsav térhalédsitasara
nyilt lehetség. A degradacioval d@llitott kisebb molekulatémeg hialuronsavak
kozul harmat valasztottunk ki annak tanulmanyozaddogy a molekulattmeg milyen
hatassal van a kéfdé nanorészecskék tulajdonsagaira, méretére. Ezékeatkedk:
HA 3h: M, = 210 kDa, HA 6h: Nl= 100 kDa, and HA 9h: W= 50 kDa.

1400 -
1200 A
1000 -
800
600 -

Kifolyasiid 6 (s)

400 A
200 A

0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Hidrolizis id étartama (h)

35. abra
A degradacios folyamat reakcididejének hatasalaroiasav molekulatomegére
(Reakciokorilmények: [hialuronsav] = 10 mg/ml, pi28, T = 70°C)

5.2.3. A térhalos hialuronsav szerkezetének vizatal

A keletke®d térhalds rendszerek szerkezetének tanulmanyozaaatarhaldsitas
mértékének meghatarozdsara NMR spektroszkopidnadizaunk.
A hialuronsav és a térhalositott nanorészecske&-NMR spektrumainak

dsszehasonlitasabdl a kulonbség jol észl&ll{d6. abra)
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36. abra
A HA 3h degradalt hialuronsav (l), valamint az 5@%n diaminnal térhalositott HA

3h hialuronsav (IIJH-NMR spektruma (500 MHz)
(Alkalmazott old6szer: BD)

A kémiai eltolédasok a kovetkéz: HA 3h hialuronsav’H-NMR (D,0): & = 4,51
(G1),6 = 4,61 (N1),6 = 3,40 (G2)6 = 3,92 (N2),6 = 3,63 (G3),0 = 3,74-3,85 (N3,
N6, G4, G5),6 = 3,51-3,62 (N4, N5)p = 2,07 (NCOCH). Diaminnal 50%-ban
térhaldsitott Ha 3h hialuronsati-NMR (D,0): & = 4,51 (G1),6 = 4,62 (N1),5 =
3,39 (G2),6 = 3,96 (N2),6 = 3,63 (G3)6 = 3,70-3,84 (N3, N6, G4, G5, C1, C3)=
3,49-3,60 (N4, N5)3 = 2,07 (NCOCH), 6 = 3,19 (C3).

A hialuronsav és a térhaldsitott hialuronsav nasEéske>C-NMR spektrumaiban
dsszehasonlitva a jelek kémiai eltolodasat, a dieanjellems jelek jol azonosithatok

a térhalds hialuronsav nanorészecske spektrumé®arbra)
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37. abra

A HA 3h degradalt hialuronsav (lll), valamint a ailmnal 50%-ban térhalositott HA

3h hialuronsav (IV)*C-NMR spektruma (500 MHz)
(Alkalmazott oldészer: ED)

A kémiai eltolédasok a kovetkéiz HA 3h: **C-NMR (D;0): § = 103,71 (G1)p =
101,05 (N1)p = 73,08 (G2)p = 54,82 (N2)p = 74,17 (G3)p = 83,28 (N3)p = 80,48
(G4), 5 = 69,07 (N4),5 = 76,88 (G5),8 = 75,91 (N5),5 = 61,10 (N6),5 = 174,58
(COQ), & = 23,04 (NCOCH). Diaminnal 50%-ban térhalésitott HA 3HC-NMR
(D,0): & = 103,63 (G1)p = 101,02 (N1)5 = 73,01 (G2)5 = 54,83 (N2)5 = 74,14
(G3),5 = 80,10 (N3)5 = 80,47 (G4)p = 69,02 (N4)5 = 76,77 (G5)p = 75,92 (N5),
d = 61,10 (N6),6 = 174,52 (COQ, & = 23,03 (NCOCH), a diamin térhalositora
jellemz eltolédasold = 66,93 (C1)p = 70,18 (C2) é8 = 40,57 (C3).

Az egydimenziés NMR spektrumok kiegészitésére és pantosabb
szerkezetazonositas érdekében felvettilk és azotiokia térhalds hialuronsam-'°C
HSQC (Hetero Single Quantum Correlation) spektruni@8. abra) A korrelacios
spektrumon jol elkilénilnek a poliszacharidhoz é&rhalositohoz tartozo jelek.
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38. abra
50%-ban diaminnal térhalésitott HA 3h hialurondav*C HSQC NMR spektruma
(500 MHz2)

(Alkalmazott oldoszer: BD)

A hialuronsav nanorészecskékben a térhalésitasékédra’H-NMR spektrumok
alapjan, a jelintenzitds integral érték#dibszamitottuk.(39. abra) Az értékek a
térhalosité diamin C3 protonjai €s a hialuronsavOX@EL protonjai intenzitdsanak
odsszehasonlitasabol szarmaznak. Az eredmények amatjaik, hogy 25%-0s
sztochiometriai térhalositas esetén a valddi tédsalg 15-25% kozott van. 50%-0s
szochiometriai arany mellett a valédi térhalossagtéke 30-45%, mig 100% esetén
54-68%. Megallapithatjuk, hogy a sztbchiometricdraryal © a valodi térhaldéssag
aranya is, de a két érték kozotti kilonbség a tésitas mértékenek névelésével egyre

jelentbsebb, hasonldéan a kitozan térhalositasa sorarztafissredmenyekhez.
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39. abra
25%-ban, 50%-ban és 100%-ban térhalositott hiataoiH-NMR integraljai
(Alkalmazott oldoszer: ED)

5.2.4. A térhalos hialuronsav részecskéket tartalbaizes rendszerek relativ

viszkozitasanak vizsgalata

A végbement térhaldsodasi reakciok tanulmanyoz&sai leheivé a reakcidelegy
kifolyasi idejének mérése. Adott paraméterek me(lgti = 7, c = 1 m/m%, T = 25
°C), a kifolyasi idk, a reakcibéelegyek viszkozitasanak egymashoz vaponya
szamos informaciot rejt. (40. abra)

A kiindulasi linearis hialuronsav oldata viszkézde, az oldatok kifolyasi ideje és
viszkozitdsa csOkken a hialuronsav molekulatomdgéas®kkenésével. Oldatban a
linearis makromolekuldak 0Osszegabalyodnak, az oldaiszk6zus. Nagy
molekulatome§ makromolekulak esetében ez a folyamat hangsulygenitsen
befolyasolja a viszkozitast.

Adott molekulatomeq hialuronsav esetén a térhalositas mértékének ésdnd| a
kifolyasi id6 csokken, egyre kisebb, tomorebb részecskék keletke Ez a tendencia
a molekulattmeg csokkenésével egyre kevésbé ¢sledt hialuronsav oldatanak
viszkozitdsa nagyobb molekulattmeg esetén mutaaizad kilonbséget a térhalds
nanorészecskékhez képest, ugyanis a méretvaltodiizene az esetben a
legszamottedbb.
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40. abra
A hialuronsav és a térhalds hialuronsav nanorékgkastartalmazoé vizes oldatok
relativ viszkozitasa a térhaldsitas mértékénekhdalaronsav molekulattmegének a
fliggveényében
(Mérési korulmeények: pH=7,c=1m/m%, T = 25 °C;

HA Oh relativ viszkozitas értéke 79)

5.2.5. A térhalés hialuronsav részecskéket tartaltavizes rendszerek

transzmittancigjanak vizsgalata

A nanorészecskéket tartalmazé vizes kolloid renmeégzetabilitasara, valamint a
térhalos részecskeék hidrataltsagara kovetkeztetketitranszmittancia értekelb A
kiindulasi hialuronsavoldatok viztisztak, a trangzamciajuk ~100%. A térhaldsitas
mértékének novelésével egyre tomorebb, kompaktecs&gk, egyre opalosabb
rendszerek keletkeznek.(41. &bra) Ez a tendenciad ma négy kulbnbdz
molekulatomedy hialuronsav esetében megfigyethetA nagy molekulatomeg
hialuronsav (HA 0Oh) térhalositdsa soran a transandta értékek nem valtoznak
jelentbsen. Az eredmény alatamasztja azt a feltételezésgy intermolekularis
kolcsonhatasok alakulnak ki a térhalésitas soram, @szefligg a makromolekula
nagy molekulattmegével. A hatalmas molekulak lassaozognak, lassan

diffundalnak, 6sszegabalyodnak, és intermolek@édsdosodas alakul Ki.
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41.4bra
Térhalos hialuronsav nanorészecskéket tartalmataiak transzmittancigja a

térhaldsitas meértéekének és a hialuronsav molekukgének a fliggvenyében

(Mérési korilmények: az oldatok koncentraciéjat mg/ml hialuronsavra nézve;
pH = 6,5;A = 500 nm)

A transzmittancia értékek a molekulattmeg flggvéeyéazonos tendencia szerint
valtoznak minden térhaldsitasi aranyban. Szamo#élonbseg 100%-os térhalositasi
aranynal figyelhdt meg, a legopalosabb a legkisebb molekulat@mégrhalos
hialuronsav nanorészecskéket tartalmazo rendszetramszmittancia értékek ezen
valtozdsa 0sszhangban van azzal a feltételezésmmly a makromolekuldk
molekulatomegének csokkenésévelb ma  molekulak mozgékonysaga és az

intermolekulas térhaldsitas valosisage.
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42. abra
HA 9h hialuronsavbdl 100%, 50%, illetve 25%-barm&ositott nanorészecskéket

tartalmazo oldatok

(Korulmeények: az oldatok koncentracioja ¢ = 1 mghmaluronsavra nézve, pH = 6,5)

A nanorészecskéket tartalmazd kolloid rendszeraksmittancia adatainak pH
fliggését tanulmanyozva szamotiekulonbseég, illetve tendencia nem figyelhet
meg.(43. abra) Az értékek valtozasa méresi hibabratdelll van, a kdzépertékivald
eltérés nem haladja meg a =3 értéket. Minden remdél a térhaldsitds mértéiiét
flggetlenil, a legopalosabb kolloid rendszer pH ko8l erteknél figyelhdt meg,

ami megfelel a hialuronsav pK értékének (pK?2).

100

> W—N
90 |
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% 85 - ‘\‘/_-M *——oeo—0o

‘S 80

”

c 757 —8—HA 6h+25%

F 70 - —a— HA 6h+50%
65 —8— HA 6h+100%
60 T T T T 1

0 2 4 6 8 10
pH
43. abra

Térhalés hialuronsav nanorészecskeéket tartalmataiak transzmittancia
ertékei a pH és a térhalositas mértékének fliggueamye
(Mérési korulmények: az oldatok koncentracidja mg/ml hialuronsavra nézvie = 500 nm)
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5.2.6. A térhalds hialuronsav részecskék hidrodin&m mérete

A térhalés nanorészecskék hidrodinamikai atipéér fényszoras fotometriaval
hataroztuk meg. Vizsgaltuk a kulonBomolekulatomeqd hialuronsavak kilénb@z

mértékben térhaldsitott reszecskéinek méreteis\beegben.(7. tablazat)

7. tablazat

Térhalds hialuronsav nanorészecskék effektiv hideadikai méretei

(Mérési koruilmények: pH = 6,5; ¢ = 10@/ml hialuronsavra nézve)

Hialuronsav A térhal6sitas l. cslcs Il. csucs
mértéke (nm) (nm)
25% 160+20 500+70
HA Oh 50% 150+30 420480
100% 150+30 580+80
25% 110420 310+15
HA 3h 50% 90+20 370440
100% 80+15 390+40
25% 80+10 210+20
HA 6h 50% 70120 280+30
100% 50420 350+20
25% 70410 270120
HA 9h 50% 50+15 350+20
100% 60+15 350+20

A fényszoras fotometriai mérési eredmények a téehdlialuronsav részecskek
bimodalis eloszlasat mutatjak. A szamszerinti megeban a kisebb métet
részecskek tulsulya figyelltetmeg, de mellette a nagyobb méraeszecskék is
eléfordulnak, utalva az esetleges intermolekularihélsodasra. A kisebb méiet
részecskék effektiv hidrodinamikai atrégr 30 nm és 180 nm kozott van. Adott
molekulatomegq hialuronsav esetén a térhalositas mértékének ésdnetl csokken a
részecskék hidrodinamikai mérete, egyre térhalgsakbmpakt részecskek
keletkeznek.

A hialuronsav molekulattmegének hatasat vizsgalegatapithatjuk, hogy a
molekulatomeggel csokken a térhalés részecskék teméréd biopolimer

molekulatdmegének valtoztatdsaval befolyasolhat&eketkesd térhaldés részecske
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mérete, de a két valtozO mennyiség kozott altal@meényi 6sszefliggés ezekdbaz
adatokbdl nem allithato fel.

Hasonloan a kitozan térhalositasa soran tapasztdiményekhez, nagyobb méret
részecskek jelenléte minden esetben kimutathath Kahlakulasuk intermolekulas
térhaldsitds vagy masodlagos kolcsdnhatasok ergamliahet. Az dibbi allitast
tamasztja ald az, hogy fényszérassal mérhett a jelenlétiik pl. ultrahanggal valo
kezelés utan is, viszont a TEM felvételek ezt némasztottak ala. Osszetapadt
részecskek az 50%-ban térhalositott hialuronsa¥M felvételein figyelhgik meg, a

100%-ban térhalositott hialuronsav részecskék egighélkiuloniulnek.

5.2.7. A térhalés hialuronsav részecskék vizsgalatanszmisszios

elektronmikroszkoéppal

A hialuronsav térhalésitasaval kulonallé gombszeeszecskéket kivantunk
eléallitani. A TEM felvételek alkalmasak annak igazdléa, hogy mekkora métieés
milyen form4ju részecskék maradnak vissza a vieedszerbl szaritas utan.

A TEM felvételek alapjan a szilard térhalds hiahsav részecskék mérete 150 nm
alatt van. (44. abra) A részecskeméret-eloszlashutstd hisztogramok adatai
igazoljak, hogy a térhalositas mértéke befolyasaljszilard részecskék méretét: az
50%-ban térhalositott hialuronsav részecskék mémnaigyobb, mint a 100%-ban
térhalositott részecskéké. A kétdimenzios felvételelapjan a poliszacharid
molekulatdmegének hatasat vizsgalva megallapithhtgy molekulattmeg nem
befolydsolja szamottév mértékben a keletkéz részecskék meéretét: 100%-0s
térhalositas esetén valtozik a méret a molekulaggyele 50%-0s térhalositas esetén a

méreteloszlas szélesebb, 6sszefliggés nem allapitieay.

Az eredményeket 6sszegezve megallapithatd, hog¥' @t@éndioxi)bisz(etilamin)-
nal térhaldsitott hialuronsav nanorészecskék videsegben jol duzzadnak, stabilis
kolloid rendszert képeznek széles pH-tartomanybanitérhaldsitas mértékének

novelésével a vizes rendszerek viszkozitdsa észmittancidja csokken. A duzzadt
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részecskék atlagos mérete 25 nm és 160 nm kozkitzka és befolyasolhatd a

hialuronsav molekulattmegével, valamint a térhédsinértékével.
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44. abra
Térhalés hialuronsav nanorészecskék TEM felvéédenéreteloszlasa
A: HA 6h 50%-ban, B: HA 6h 100%-ban, C: HA 3h50%1bB: HA 3h 100%-ban

(Mérési korilmények: ¢ = 100y/ml oldatot cseppentettiink, szobatérsékleten szaritottuk)
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5.3. Onrende®dés

Biopolimerek kovalens térhalositasaval meghatatomudreti, - szerkezét, és -
duzzadasi tulajdonsagu részecskék allithatdk Al modositas soran természetes
eredett vagy szintetikus, biokompatibilis térhalositok madlata szikséges azért, hogy
a keletke#d térhalés rendszer mégzze az alkotorészek kedvezbioldgiai
tulajdonsagéat. Mindezek ellenére a térhalés rékeicsezen belll a keresztkdtések
biokompatibilitasa, illetve biodegradabilitasa vt

A probléma kikiszobolésére olyan onrertidiéz részecskék ééllitasa kerilt
elétérbe, amelyeket biopolimerek koz6tti ion-ion kdlobatas tart 6ssze. Ezen
részecskékben Uj kovalens kotés nem alakul ki, opdbiimerek kedvek bioldgiai
tulajdonsagaikat mégzik. Az Onszerveddés, Onrendémlés lehdiséget nyujt
kulonféle szerkezetek (pl. mag-héj) kialakulasaltetve a kil$ felllet toltésének
valtoztatasara.

Kutatobmunkank ezen részében nanorészecskéeket knkaaballitani a kitozan és a
hialuronsav poliszacharidok, majd a kitozan éslapglutaminsav 6nrendédéesével.
Vizes kdzegben a kitozan mint polikation, ionosckdinhatasba Iép a hialuronsav,

illetve a PGA polianionokkal és a biopolimerek slialvészecskékké formalédnak.

5.3.1. A kitozan és a hialuronsav onrendelzse

A kitozdn és a hialuronsav biopolimerek oOnrergdiesével nanorészecskéket
kivantunk eballitani. Vizes kézegben, a pH-tol figgn a kitozan, mint poliamin,
polikationként viselkedhet, mig a hialulonsav, mpatikarbonsav, polianionként. A
poliszacharidokbdl kuldonbdzkoncentraciéju oldatokat készitettiink, és 6ss Bkt
utan vizsgaltuk a létrej@wrendszerek tulajdonsagait.

2 mM koncentrici6ju kitozan-, illetve hialuronsadalot hasznélva az
onrende#déshez, minden esetben csapadékkivalast tapasktalfliggetlentl az
dsszeodntés sorrendjgtvalamint a polielektrolitok aranyatol.

s s

novekedeést, igy sziikségessé valt mindkét poliakkkoncentracidéjanak valtoztatasa.
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8. tablazat
A kitozan és a hialuronsav onrenddesével létrejoy részecskék effektiv

hidrodinamikai sugara
(Kisérleti korulmények: pH = 3,0)

Minta | HA-CH HA-CH HA-CH CH-HA CH-HA CH-HA
c (mM) 12 11 21 21 11 12
CH: 1
0.4 : 16660 : : : :
CH:1
A 02 : 170£40 : : : :
CcH:1 16050  190+110 - 230470  130+40 :
HA: 0,1 * * *

SV

el6 a polielektrolitok aranyanak megfaleimegvéalasztasaval. A 8. tablazat adatai
mutatjak, hogy jellemiEen a HA-CH 1:1 arany esetében keletkezik a legstatii
rendszer, €s amennyiben a kitozan aranya kiseldétrggovo rendszer kicsapodik,
flggetlenul a koncentracioktol.

A kialakulé részecskék hidrodinamikai méretének sel@sa rendkivil széles,
mindemellett 6sszefliggés nem Aallapithatd meg sersszedntés sorrendje, sem a
koncentraciok valtoztatasa alapjan.

A méretek csokkentése, valamint a méreteloszlasokitése érdekében a
polielektrolitok koncentraciojat tovabb cstkkeni&tt A rendszerek stabilitasa nem
valtozott, viszont a részecskeméréttna méreteloszlas szélesedett.

Megallapithaté, hogy az onrendeld részecskék tanulmanyozasara a kitozan —
hialuronsav rendszer nem megféleMindkét polielektrolit poliszacharid, melyben a
gyirik konformacioja miatt a szabad rotacié gatolt, &hatassal lehet a létrejév

rendszer stabilitasara.
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5.3.2. A kitozan és a poji-glutaminsav 6nrendefése

5.3.2.1. Onrendaids nanorészecskék &hllitasa

Az onrendeéds részecskék tanulmanyozasanak masodik |épésébdnzarkés a
poli-y-glutaminsav (PGA) biopolimerekb 6nrende#dé rendszereket allitottunk
els.'*? Vizes kozegben a kitozan polikationkét, a petjfutaminsav polianionként
viselkedhet. A polielektrolitok kozott kialakuld nos kolcsénhatas stabilis
nanorendszerek létrejottét eredmeényezi a poliménegndeddésével.

A hialuronsav helyett hasznalt PGA polipeptid, néamalmaz gyiriket, a C-C
kotések korll szabadabb a rotacio. A PGA flexililiearis lancanak konformacioja

pozitivan befolyasolja a keletk@érészecskék stabilitasat és méretét.

5.3.2.2. Az 6nrendétd részecskek stabilitasa

A linaris PGA karboxilcsoportjai, €s a linearisddén aminocsoportjai kdzotti ion-
ion kélcsonhatas révén hidrofil nanorészecskék génligtre. Az dnrendézés soran
kialakul6 egyedi részecskék, vagy aggregatumok tketését nagymértékben
befolyasolja a kitozan és PGA polielektrolitok kentracioja, pH = 3,0-on.

Koncentracio-sorozatot készitve megvizsgaltuk a lakidt nanorendszerek
stabilitasat. A 9. tablazat adatai alapjan megéhapd, hogy a biopolimerek
koncentraciojanak csokkentésével egyre stabilablnoneadszerek keletkeznek;
feltételezend, hogy a koncentraciéval egyltt a nanorészecskélketd biopolimer

molekuladk szama is csokken, egyre kisebb, egylelatd részecskék keletkeznek.
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9. tdblazat
Az dnrende&ds nanorendszerek stabilitdsa a koncentracio flggiesy.
(Kisérleti korulmények: pH=3,0)

Az oldatok koncentracioja (mg/ml)

Minta
1.50 0.750 0.375 0.188
PGA-CH 1:2 kicsapodott stabilis stabilis stabilis
CH-PGA2:1 stabilis stabilis stabilis stabilis
PGA-CH 1:1 kicsapodott stabilis stabilis stabilis
CH-PGA 11 stabilis stabilis stabilis stabilis
PGA-CH2:1 kicsapodott kicsapodott stabilis stabili
CH-PGA 1:2 kicsapodott kicsapodott stabilis stabili

Alacsony toltés&riiség esetén a polielektrolitok kisebb, kompaktabimé&t, mig
nagyobb toltéedsiiség esetén nagyobb, kiterjedtebb statisztikus gbapoalakot
vesznek fel. Savas kozegben az enyhén negativatbtttolinaris PGA
0sszegombolyodott allapotban, mig a&sen pozitivan tolt6tt kitozan kigombolyodott
allapotban van. A polielektrolitok elegyitése so@nPGA karboxil- és a kitozan
aminocsoportjai kozott ion-ion kolcsdonhatas alalkiy amely a polielektrolitok
nanorészecskékké tortenrendeédését eredményezi. A kialakuld6 nanorészecskéket
a polielektrolitok szabad funkciés csoportjai sliaBljak.

A kitozan korlatozott mértékben oldodik savas kdmeg semleges és Iugos vizes
kozegben, valamint a szerves olddszerekben nendikldd PGA vizes kbézegben,
szeéles pH-tartomanyban jol oldodik. Tapasztalatapérint a kis mértékben oldodé
kitozan szabad aminocsoportjai stabilizaljak adialt nanorészecskét, mivel abban
az esetben, ha a Iétrefovion-ion kolcsbnhatds utan nem maradnak szabad

aminocsoportok, a kitozannal egyutt a kialakultarendszer is kicsapodik.
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[
CH PGA nanokomplex
45. abra
A PGA és a kitozan linearis lancai kozott kialak@lrendeédés vazlatos rajza
(pH = 3,0)

A 45. abran az onrend&l polielektrolitoknak, a kialakuld6 nanorészecsketiilbe

lehetséges elrend&tését szemléltetjik. A polielektrolitok a kézeg @thl, és ezzel

egyutt a toltédgiségukél fuggéen kigombolyodott allapotl konformaciét, vagy

0sszegombolyodott, kompaktabb struktirat igyekezfekenni. Kigombolyodott,

ellentétes toltés polielektrolitok onrendeimése sordn egymasba athatold fizikai

térhalo alakul ki statisztikus gombolyagként. Amgben valtozik a pH, vele egyutt

valtozik a toltottség, a toltesdiség, €s a meret.

A kitozdn és a PGA oOnrend&fese soran a kialakuld rendszer szerkezetét az

0sszeontés sorrendje hatarozza meg. Abban az esathéor a PGA oldathoz 6ntjuk

a kitozan oldatot (a), a PGA molekulak feleslegékell szamolni az 6sszedntés

pillanataban. Feltételezléethogy a kigombolyodott kitozan koré, mint mag koré

épulnek a PGA molekuldk kompakt gombjei mintegyokaként. Ellenkez esetben,
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amikor a kitozan oldathoz ontjik a PGA oldatot (B2, 6sszetntés pillanataban a
kitozan molekuldak vannak feleslegben. Egy mag-hdjuktira Iétrejotte
valoszirisithet, amelyben a PGA kompakt gombjét, mint magot vesdikil a

kigombolyodott kitozan molekulak.

5.3.2.3. Az Onrendédd részecskéket tartalmazo vizes rendszerek

transzmittanciajanak vizsgalata

A biopolimerek 6sszetntéseét koveinrendeddés eredményekeént tiszta vagy opéalos
vizes rendszerek keletkeztek, melyek szébadrsékleten tébb napig stabilisak maradtak.
A kulonb6®d nanorészecskéket tartalmazo oldatok transzmitéigicaz 10. tablazat
foglalja 0Ossze. Vizsgaltuk a polielektrolitok kont&cidjanak és aranyanak a
transzmittancia értékekre gyakorolt hatasat, guidtt 3,0 esetén, kilonbédsszedntesi
sorrend mellett. Azt tapasztaltuk, hogy a kitozészaranyaval a részecskéek oldhatésaga
és az oldatok transzmittancigjé. A kitozan aranyanak és vele egyutt az ionos kiétés
részt nem vey szabad aminocsoportok aranyanak csokkenésével,oldatok
transzmittanciaja csokken. Ez azt a feltételezésttztja ala, hogy a rossz oldhatbésagu
kitozan a & tényesd az Onrendemd nanorészecskék stabilitasanak és oldhatésaganak

meghatarozasaban.

10. tablazat

Az dnrende&d6 nanorészecskéket tartalmazé oldatok transzmiégnci
(Mérési korulmények: pH = 3,@;= 500 nm)

Minta
K . .. | PGA-CH PGA-CH PGA-CH| CH-PGA CH-PGA CH-PGA
ONCEMHACIo 12 11 2:1 2:1 11 12
(mg/ml)
c=0,750| -8 35% 33% - 67% 54% -
3
c=0,375| € 41% 29% 23% 92% 90% 60%
0
G
c=0,188| = 81% 69% 71% 99% 92% 88%
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Szamotte¥ kulonbség mutatkozik a transzmittancia értékekOkbaz 6sszebntés
sorrendjének fluggvényében. Abban az esetben, hdoaakt adagoltuk a PGA-hoz
(PGA-CH mintadk) sokkal opalosabb rendszer keletkteze transzmittancia értékek
kisebbek. Az 0sszedntés pillanataban a kitozan @aoportjai ion-ion kdlcsbénhatasba
kerilnek a feleslegben l&év PGA karboxilcsoportjaival, a szabadon marado
aminocsoportok szama kicsi. Ez 6sszhangban van azZe#tétélezéssel, hogy a kitozan

szabad aminocsoportjai hatarozzak meg a PGA-kitnaanrészecskék oldhatésagat.

A 46. abra az oldatok transzmittanciajanak pH fisgyénutatja, egy adott koncentracio
€és biopolimer-arany esetén. A kitozannak maradnabad aminocsoportjai az
0sszeobntés utan, ennek tulajdonithatdan a kialakwtlszer széles pH-tartomanyban
stabilis. A pH ndvekedésével a szabad aminocsdp@notonalodasa hattérbe szorul; a
kitozan oldhatésaga és vele egyutt a transzmitharstikken.

100 -+ —e— PGA-CH 1:2
—a— CH-PGA 2:1
- 80 -
S
g 60 -
C
[
E
E 40
7]
C
o
= 20
0 T T T T 1
2 3 4 5 6 7
pH
46. abra

Az dnrende#ds nanorészecskéket tartalmazo oldatok turbiditasghbiiggése
(Mérési korulmeények: ¢ = 0,375 mg/ml= 500 nm)

A telles pH tartomanyban kilonbség mutatkozik azszééntés sorrendjének
fuggvényében is. Abban az esetben, ha a PGA-he@aradtkitozant, opalosabb rendszer
keletkezett, a kitozan aminocsoportjai kdotve vannmakPGA-CH 2:1 és CH-PGA 1:2
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mintak transzmittancidjanak pH fliggését vizsgalza tapasztaltam, hogy a rendszer
pH=4-nél kicsapodik, a PGA-CH 1:1 és CH-PGA 1:1 tdknesetében pedig pH=5-nél
tapasztaltam kicsapodast. Ez az eredmény is igaaalj a feltételezést, hogy a kisebb
oldhatosagu kitozan hatarozza meg az Onrditdeznanorészecskék stabilitasat,

oldhatéséagat, és a vizes rendszer transzmittanciaja

5.3.2.4. Az 6nrend@dd részecskék elektroforetikus mobilitasanak vizsgala

Az elektroforetikus mobilitas a t6ltott reszecskdkzgékonysagat irja le folyadékban,
elektromos térben. Az ionok sebessége aranyos ektrahos tér nagysagaval és a
toltéssel, a kozottuk Iévaranyossagi tenyéza mobilitas. Az elektroforetikus mobilitas a
részecskek fellletének toltottségjera toltésérisegbl ad informaciot. Gombszér
részecskéket feltételezve, a mobilitds a részedsikitkdinamikai sugaranak négyzetével
forditottan aranyos.

Az elektroforetikus mobilitas értékek alatAmaszijak. tdblazat) azt a feltételezést
mely szerint a keletkéznanorendszerekben a polielektrolitok orientalédmakisebb
mobilitas értékek abbdl adodnak, hogy a fellled faientalédo polianion learnyékolja
a statisztikus gombolyag belseje felé orientalodozin téltéseit. llyen hatas nem
figyelhe®® meg abban az esetben, ha a kitozanhoz csepegeffikA-t. A nagyobb
mobilitas értékek azt tAmasztjak ala, hogy ebberesstben kitozan orientalédik a

nanorészecske felszine felé.

11. tablazat
Az Onrende&dd nanorészecskék elektroforetikus mobilitasa
(Mérési korulmények: pH = 3,0; ¢ = 0,375 mg/ml)

Minta PGA-CH PGA-CH PGA-CH| CH-PGA CH-PGA CH-PGA
1:2 1:1 2:1 2:1 1:1 1:2
Mobilitas
+2.84 +2.56 +1.91 +3.20 +2.36 +1.63
(m/s)/(Vicm)

91



A 47. abran a mobilitas értékek pH fliggése lathtdag pH=3,0-nal a kitozan
aminocsoportjai protonalt allapotban vannak, a dlioper esen pozitivan toltott
(mobilitas: +1,93), addig a PGA gyengén negativ@todtt allapotban van (mobilitas:
-0,61). Ebll kovetkezik, hogy a CH-PGA 2:1 részecskek fellleigsen pozitivan
toltott. A pH novelésével a kitozan aminocsoporiga a PGA karboxilcsoportjai
deprotonalodnak, ennek hatasara valtozik az altaleilkkitott nanorészecske fellleti
toltdttsége is. Az abran jol lathatd, hogy a moadiértek pk6,3-nél éri el a 0-t, a
rendszer pedig pH=6,6-ig stabil. Az eredmény amtasztja ala, hogy a kialakult
nanorészecskéket a kitozan protonalt aminocsopstghilizaljak. Amennyiben a pH-
novelés hatasara a kitozan aminocsoportjai telj@stakben deprotonaldédnak, a
rendszer kicsapodik.

=
(6]
I

Mobilitas (m/s)/(V/cm)
By

0,5 | ®CH-PGA 2:1
0 | | ‘ ‘ ‘
052 3 4 5 6 7
-1 A
15
pH
47. dbra

A CH-PGA 2:1 onrendé6 nanorészecskék elektroforetikus mobilitasa a pH
fliggvényében

(Mérési korulmények: ¢ = 0,375 mg/ml)
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5.3.2.5. Az onrend@d részecskék hidrodinamikai mérete

A duzzadt részecskék méretének meghatarozasaraszfddg fotometriat
hasznaltunk. A nanorendszerek vizsgalata vizesgtigre pH=3,0 értéken tortént.

A 12. tablazat adatai azt mutatjak, hogy a konéenir csokkentésével csokken a
kialakult nanorészecskék mérete. Ez azt valdisiin hogy polimolekularis
onrende#dés jon létre, s a koncentracioval csokken az eggssecskéket alkotd
makromolekulak szama.

12. tdblazat

Az 6nrende#ds nanorészecskék effektiv hidrodinamikai atéjgia koncentracio

fliggvenyében

(Mérési koralmények: pH=3,0)

Az oldatok koncentracioja (mg/ml)

Minta
1,50 0,750 0,375 0,188

PGA-CH 1:2 kicsapodott 379480 nm 160£20 nm 13845 nm
CH-PGA2:1 480410 nm 186+10nm 11545 nm 71+£3 nm
PGA-CH1:1 kicsap6dott 299180 nm 135+10 nm 11844 nm
CH-PGA1:1 300410 nm 147410 nm 11045 nm 9243 nm
PGA-CH2:1 kicsapodott kicsapodott 105410 nm 98ub n
CH-PGA 1:2 kicsapodott kicsapodott 8045 nm 62+2 nm

A 12. tablazat adatai alapjan megallapithat6, heagylielektrolitok koncentracidja
mellett mind a polielektrolitok ardnya, mind az Zessntés sorrendje befolyasolja a
jellemzs hidrodinamikai méreteket. Adott pH-n a kitozan mgsége kulcstényéza
részecskeméret kialakuldsaban; a kitozan részardhy&sotkkenésével altalaban
csokken a részecskemeéret is, ami a biopolimereletivélr kiilonbségén alapszik. Az
0sszeontés sorrendjének vizsgalatakor megallapjthhbgy abban az esetben
keletkeznek kisebb mértetrészecskék, ha a PGA-t csepegtetjik a kitozanhAaz.
eredmények azt valOsdisitik, hogy a biopolimerek Onrendaiesével létrejoly
statisztikus gombolyagon belll a polimerek orierdigc meghatarozott. A kisebb

méreti részecskék esetén a PGA alkothatja a nanorentst®r magjat, melyet a
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kitozan molekuldk héjként vesznek korul. A nagyahbreti részecskék esetén az
0sszeodntés sorrendje, és ezzel egyltt az oriencitegfordul, a kitozan alkotja a

nanorészecske bélsnagjat és a PGA molekulak koronaként kapcsolodné k

120 120

100 4 __|—&—PGA-CH2:1 S CH.PGA 2.1
| —®—PGACH 11 _ &— CH.PGA 1:1
—8—PGA-CH 1.2 o~ CH-PGA 1:2

60 1 /S N 60 - o | 3 U N

80 80 -

Intenzitas

40

Intenzitas

a0 {-M-FL N\

20 -
201+-4F-1-&\-------------

0 4
0 100 200 300 400 500
Hidrodinamikai sugar (nm)

0 100 200 300 400 500
Hidrodinamikai sugar (nm)

48. abra
Az Onrende#dd nanorészecskék intenzitas szerinti hidrodinambkéieteloszlasa, a

polielektrolitok aranyanak fliggvényében
(Mérési korulmények: pH=3,0; ¢=0,375 mg/ml)

Az eloszlasgorbék utalnak a keletkeamnorendszerek méreteloszlasara. A 48. abran
jol 6sszehasonlithatd az eloszlas szélesedésezikibranyanak névekedésével, ami
azzal magyarazhato, hogy a vizsgalt korilményeko#ogpH = 3,0) a kitozan
kigombolyodott formaban, mig a PGA kompakt gombkiaéam van jelen. Az
onrende#dott részecske statisztikus gombolyagjanak mérest, azt alkoto
biopolimerek meérete hatarozza meg. Az eloszlas esgéhét nagymertekben
befolyasolja az 6sszetntés sorrendje is. Abbasetben, amikor a kitozanhoz adtuk a
PGA-t, a nanorészecskék méreteloszlasa sokKédebb, szintén alatdmasztva azon
elgondolast, hogy a vizsgalt korilmények kdzo6tt kakt gomb alakot felvévPGA

alkotja a kialakult nanorészecske lbetsagjat.
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Az 49. abra a CH-PGA 2:1 minta hidrodinamikai méretnutatja a pH figgvényében.
A nanorészecskék hidrodinamikai sugara noévekszikoraponensek koncentraciojanak
fliggvényében,amely trend megmarad széles pH tanigmad.
nagyobb koncentracional tébb makromolekula alkodwt szeparalt nanorészecsét, az
onrende#dés polimolekularis. A CH-PGA 2:1 minta esetén srhbfunkcids
aminocsoportok maradnak, melyek az dnretdég utan savas kézegben protonalédnak.
Taszitdo kolcsonhatas alakul ki a kitozan lineaéechnak pozitiv toltés szegmensei
kozott, amely meghatarozza a hidrodinamikai mérétagyobb pH-nal a kitozan szabad
aminocsoportjai és a PGA karboxilcsoportjai depmatédnak, kozottik taszito
kolcsonhatas alakul ki. Emellett a két biopolimerint polianion és polikation kdzott
vonz6 koélcsonhatas jon létre. igy a vonzo és taskiticsonhatasok egyiittes hatasa
alakitja ki a méretet. Nagyobb pH-nal a hidrodinkanméret . Ez a trend flggetlen a
koncentraciotol, vélhéen a biopolimerek konformacios valtozasabdl adodik.
poliszacharid gt konforméacidja meghatarozza, részben gatolja a askzab
elhelyezkedést, szabad rotaciét, és befolyasokalakult nanorészecske duzzadasat is.
A PGA jobban ki tud gombolyodni, mint a @yyis kitozan, és ezaltal nagyobb pH-nal

jobban tud duzzadni, igy a nanorészecske is naggsiab

250 ~

o o &
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200 | —"
150 | ./././'
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49. abra
A CH-PGA 2:1 minta effektiv hidrodinamikai méretekoncentracio, és a pH

fliggveényében
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Az elektroforetikus mobiliths meghatarozasdhoz segks 1,0 mM KCI oldatot
hasznaltuk fel a séhatas vizsgalatahoz. Szanmokélonbséget KCI jelenlétében nem
tapasztaltunk a méretek kozott, amennyiben a himgoék kiindulasi koncentracidja
0,375 mg/ml volt. A koncentracié névelésevel (1&blazat) azonban jeldisten kisebb

hidrodinamikai méreteket mértik KCI jelenlétében.

13. tdblazat
Az dnrende&dd nanorészecskék hidrodinamikai méretének valtoxdsaenM KCI

oldatban
(Mérési korulmények: pH = 3,0)

Minta | PGA- PGA- PGA- | CH- CH- CH-
(mg/ml) Hidrf) thamikai | CH 1:2 CH1:1 CH2:1| PGA PGA PGA
sugar (nm) 2:1 1:1 1:2

(@]

" g Deszt. vizben | 160420 135+10 105+10| 115+#5 11045 8045
°o KCl oldatban | 158+15 141+15 124+20| 110+15 10745 76+5
B Deszt. vizben | 379+80 299+80 - | 186+10 147+10 -
°c KCloldatban | 27245 235+30 - 156+10 13445 -

5.3.2.6. Az 6nrend@ld részecskék vizsgalata transzmisszios elektronnsigkoppal

A biopolimerek onrendéziése soran jol elkulonithiet gombszel részecskék
keletkeznek, melyek a TEM felvételeken jol lathatb®. abra).

A szilard részecskék mérete kisebb, 20 nm és 29kawmiitt valtozik, méreteloszlasa
szikebb a hidrodinamikai méretekhez viszonyitva. Aadenények alatamasztjak, hogy a
linearis biopolimerekdl képzds részecskék vizes kdzegben nagymértékben duzzadnak.

A TEM felvételeken, illetve a hozza kapcsolodo tagzamokon is jOl lathatd, hogy a
komponensek 6sszedtntésének sorrendje nagymértéidielyasolja részecskék méretét
eés méreteloszlasat is. Abban az esetben, amikatoaakhoz adjuk a PGA-t, kisebb
méreti részecskék keletkeznek és a részecskék méretedasal sikebb, hasonldéan a

fényszéras fotometridval meghatérozott hidrodinainikéretekhez.
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50. &bra
Az dnrende#dé nanorészecskék TEM felvételei és részecskemérsridba
A: CH-PGA 2:1, B: CH-PGA 1:1, C: PGA-CH 1:1
(Mérési koralmények: ¢ = 0, 375 mg/ml oldatot csappttiink, szobdimérsékleten szaritottuk)
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Az eredményeket 0Osszegezve megallapithatd, hogyitazdk és a PGA
onrende#désével stabilis nanorészecskék allithatoké elizes kdzegben,
szobalkdmeérsékleten. A kisérleti eredmények azt mutatjéigyha kialakult réeszecskék
oldhatosagat, méretét és fellleti toltottsegetopdlimerek koncentracidja, aranya, az
0sszeontés sorrendje, valamint az oldat pH-ja pasolja. Vizsgalataink
alatamasztjak, hogy a rossz oldhatdsagu kitozaz ésnos kolcsdnhatasban részt nem
vevo aminocsoportok szama hatarozza meg @domértékben a kialakult 6nrendieté
rendszerek tulajdonsagait. A szabad aminocsoposmékmanak csokkenésével a
rendszer egyre opalosabb, cstkken a részecskéktoddiya, meérete, €s természetesen
a fellleti toltottsége. A pH noveléséval a kialakult részecskék mérete, csokken az
oldhatosaga, és csokken a fellleti toltottseég isgdapitottuk, hogy minél nagyobb a
kialakult nanorészecskében a kitozan részaranysl atabilisabb rendszer keletkezik

széles pH-tartomanyban.
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6. Osszefoglalas

Munkank soran megvaldsitottuk a kitozan és a hiamisav poliszacharidok
intramolekularis  térhalositasat  vizes  kdzegben, oldfmté  karbodiimid
felhnasznalasaval. A kitozan tobbériek karbonsavakkal (borostyasgavval,
almasavval, borksavval, citromsavval, poli-(etilén glikol)bisz(karkimetil)éterrel)
végrehajtott térhalositasa soran a kitozan amimpmrgai reagalnak a térhaldsito
karboxilcsoportjaival;  hialuronsav ~ 2,2’(etiléndidlisz(etilamin)-nal  tortéh
térhalositasa soran pedig a poliszacharid karlsoglortjai reagalnak a térhaldsito
aminocsoportjaival és savamid keresztkotés alakul Megmutattuk, hogy a
peptidszintézisek révén ismertté valt technika katgan alkalmazhaté a kitozan és a
hialuronsav  poliszacharidok modositasara, térhaledia savamid  kotes
kialakitasaval.

Megvizsgaltuk a kéemdott térhaldos nanorészecskek tulajdonsagait: szerée a
térhaléssag meértékeét, oldatbeli viselkedését, iédeizzadt és szaraz allapotban.

A kitozan térhalositdsa soran megallapitottuk, ha@gyérhalositas meértéke, a
térhaldsitd dikarbonsav hidrofil jellege, valamiatkdézeg pH-ja hatarozza meg a
nanorészecskéket tartalmazo vizes rendszerek @@glals transzmittancigjat.
Meghataroztuk a térhalos kitozan nanorészecskékteff atmesjet, mely 290 nm és
340 nm kozott volt vizes koézegben, és 60 nm — 300 kdzott valtozott szilard
allapotban. A méretet nem befolyasolta jedsnnértékben sem a térhalésitas mérteke,
sem a térhalésito hidrofil jellegének valtozasa.

Megvizsgaltuk a kitozan molekulattmegének hatas&epzdé nanorészecskék
tulajdonsagaira. Megdallapitottuk, hogy a kitozanlekolatomegének cstkkenésével
hatékonyan csokkentlied térhalds nanorészecskék mérete mind duzzadt, smilard
allapotban. Degradalt kitozanbol kiindulva sikertftO0 nm alatti effektiv
hidrodinamikai atméj, valodi nanorészecskékeballitani.

A hialuronsav térhalositdsa soran megallapitotthkgy a nanorészecskéket
tartalmazé vizes rendszerek opalossaga, transmcidfa fliggetlen a hialuronsav
molekulatomegél és a kozeg pH-jatol, a térhalositas meérteke barar meg.

Kilénbdzy molekulatomety hialuronsavakbol kiindulva megmutattuk, hogy dnédds

99



hialuronsav nanorészecskék meérete hatékonyan asibidte a hialuronsav
molekulatdmegének csokkentésével és a térhaldsididékének ndvelésével. A
fényszoras fotometriai mérések alapjan megallapkothogy a részecskék meéret
szerinti eloszlasa bimodalis. Ez arra utal, hogydmintra-, mind intermolekularis
kotések is Iétrejonnek a hialuronsav térhalosistsan. A szam szerinti megoszlast
alapul véve azonban a nagy méretészecskék szama elhanyagolhaté a kis
méretiekéhez képest. Meghataroztuk a hialuronsav naremslszk effektiv
hidrodinamikai atméijét, mely 30 nm és 180 nm k6z6tt valtozott vizegdgben, és
150 nm alatt volt szilard allapotban.

Nanorészecskeket allitottunkoeh kitozan és a hialuronsav onrengtkzsével vizes
kozegben (pH = 3,0), szob@&hérsékleten, a polielektrolit oldatok O0sszeodntéséve
Nagyobb polielektrolit-koncentraciok mellett csaplkivalast tapasztaltunk.
Megmutattuk, hogy kis polielektrolit-koncentraciagkellett is a két poliszacharid
onrende#dése nagy mérgt és széles méreteloszlasu részecskék |étrejottét
eredményezi. Mindkét polielektrolit poliszacharidelyben a giriik konformacioja
miatt a szabad rotacié gatolt, ami kihatassal lehéitrejow rendszer stabilitdsara,
méretére. Megallapitottuk, hogy az Onreriiéz részecskék tanulmanyozasara a
kitozan — hialuronsav rendszer nem megéelel

Nanorészecskeket allitottunksed kitozan és a poli-glutaminsav énrendédésével
vizes kbzegben, szob@hnérsékleten, a polielektrolit oldatok 6sszedntélséVezes
kozegben, a polielektrolitok funkciéscsoportjai &tizkialakuld ionos kdlcsdnhatas
hidrofil nanorendszerek |étrejottét eredményezi alingerek Onrenddéxésével.
Megallapitottuk, hogy a rossz oldhatosdgu kitozdmabad aminocsoportjai
stabilizaljak a kialakult nanorészecskéket, mivaban az esetben, ha a Iétréjaon-
ion kolcsbnhatas utan nem maradnak szabad aminatskpa kitozannal egyitt a
kialakult nanorendszer is kicsapddik. Megvizsgalkképsdott nanorészecskék
tulajdonsagait: oldatbeli viselkedését, méretétzddr és szaraz allapotban, valamint
elektroforetikus mobilitdsat. Megallapitottuk, hogy biopolimerek koncentracidja,
aranya, az 0sszeontés sorrendje, valamint a koOzEgja phatarozza meg
nanorészecskéket tartalmazé vizes rendszerek cpglds Meghataroztuk az

onrende#dé nanorészecskék effektiv hidrodinamikai atép&r —melyet a
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polielektrolitok aranya, az 6sszedntés sorrendgglatas és a kbzeg pH-ja mellett a
polielektrolitok koncentracioja is befolyasolja, iangazolja a polimolekularis
onrende#dés kialakulasat: a polielektrolitok koncentracugja csokken az egyes
részecskeket alkot6 makromolekulak szama. Megnuktatthogy a kialakult
nanorészecskék fellleti toltdttséget domeértékben a kitozan szabad aminocsoportjai
hatarozzak meg. Azon pH érték folott, ahol a nasmwéske fellleti toltottsége
negativ, a rendszer kicsapodik. Megallapitottulgyha kialakult nanorészecskéket a
kitozan protonalt aminocsoportjai stabilizaljak; JefFhelés hatasara a kitozan

aminocsoportjai deprotonalédnak, és a rendszeap@rik.
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7. Summary

We have performed the intramolecular cross-linlohghitosan and hyaluronic acid
polysaccharides in aqueous media by using carb@#imThe cross-linking
modification of chitosan was carried out by reagtipolyvalent carboxylic acids
(tartaric-, malic-, succinic-, citric acid, polyfsfene glycol)bis(carboxymethyl)ether).
The cross-linker for the modification of hyaluroracid was 2,2’(ethylenedioxy)bis
(ethylamine). In the course of the cross-linkingogass, functional groups of
polysaccharide and cross-linker can react to predamide bonds. Thus, that the
carbodiimide technique can be applied efficienttyform amide bonds for cross-
linking modification of chitosan and hyaluronic égiolysaccharides.

Properties of cross-linked nanoparticles were itgated: their structure, ratio of
cross-linking, properties in solution and theiresiz swollen and dried forms.

It was established in the course of cross-linkihghotosan, that the ratio of cross-
linking, the hydrophilic character of dicarboxylacrids and the pH of the solution
determined the opalescence and transmittance ofatjueous systems containing
nanoparticles. The effective hydrodynamic diametdr cross-linked chitosan
nanoparticles was measured and was found in thgerah 290 nm to 340 nm in
agueous media, and varied between 60 nm and 300 time dried state. The ratio of
cross-linking and the hydrophilic character of srieker did not influence the size
significantly.

The effect of molecular weight of chitosan on theoperties of prepared
nanoparticles was investigated. It was found thatsize of nanoparticles in swollen as
well as in dried state can be reduced efficienylydbcreasing the molecular weight of
chitosan. Nano-sized particles with a size undd€r ath were prepared successfully
from degraded chitosan.

In the case of the cross-linking of hyaluronic adidvas found that the opalescence
and the transmittance of aqueous systems contaithege nanoparticles were
unaffected by the molecular weight of hyaluronicdaend the pH of the solution, but
rather depended on the ratio of cross-linking. disvobserved using hyaluronic acids

with different molecular weight, that the size ofaluronan nanoparticles was
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dependent upon both the molecular weight and dnogsg ratio. The size
distribution of nanoparticles was bimodal measubgdlight scattering. This fact
suggests that intra- as well as intermolecularrauiions can occur in the course of
cross-linking of hyaluronic acid. The number ofgmarticles formed intermolecular
linkage is negligible comparing to the small padesccalculated on the base of the size
distribution by number values. Effective hydrodymandiameter of hyaluronan
nanoparticles was measured, it varied between 3@min180 nm in aqueous media,
and it was below 150 nm in the dried state.

Nanoparticles were prepared by self-assembly ofosan and hyaluronic acid
biopolymers in aqueous media (pH = 3.0), at roompierature by mixing the
polyelectrolyte solutions. Precipitation was obserwhen polyelectrolyte solutions at
high concentrations were used. It was shown, thltassembly of these distribution,
independent of the concentration of polyelectra@ytepolyelectrolytes are
polysaccharides, The conformation of rings in theolygaccharide-based
polyelectrolytes and the attractive and repulsinteractions between the polymer
segments strongly influence the stability of thesteypns and the size of particles,
respectively. It was concluded, that the chitosahyaluronic acid system is not
appropriate to study the self-assembly of particles

Stable nanoparticles were prepared by self-asseaildlyitosan and poly-glutamic
acid in aqueous media at ambient temperature byngigolyelectrolyte solutions.
Hydrophilic nanoparticles can be obtained by seffeanbly of these biopolymers
based on the ion-ion interactions between functignaups of polyelectrolytes. It was
detected that the residual amino groups of thelp@miuble chitosan stabilized the
particulate systems. However the self-assembledsystem precipitated in the case
when all of the amino groups of chitosan were bolrdperties of nanoparticles were
investigated and these include: solution propersee in swollen and dried state and
electrophoretic mobility. It was established tHa effective hydrodynamic diameter
of self-assembled nanoparticles and the opalescehegueous systems containing
nanoparticles can be influenced by the ratio of/@lelktrolytes, order of addition, salt
effect, pH of the solution and the concentrationpotyelectrolytes. These results

confirm the polymolecular self-assembly: the numbiemacromolecules involved in
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the particles decreased by decreasing the contentraf polyelectrolytes. It was

detected, that the residual amino groups of chitagapreciably affected the surface
charge of nanoparticles. At higher pH values, as nlanoparticles are negatively
charged, unstable nanoparticles can form and tseslycan precipitate. At lower pH

the amino groups of chitosan are positively chargduch stabilizes the system.
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